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INTRODUCTION 
  
2 
I- JUSTIFICATIF 
 
Les ignames sont des monocotylédones appartenant à la famille des Dioscoréacées et 
du genre Dioscorea. Elles sont cultivées pour leurs tubercules ou organes de stockage (Hahn, 
1995, Anonyme-2b, 2016). L’Igname sert à la fois de semence et de nourriture. 
Les pays en voie de développement ont eu des difficultés à satisfaire le minimum des 
besoins alimentaires de base de leur population. Ces populations sont fortement tributaires des 
racines et tubercules comme principale source d'alimentation, de nutrition et de revenus (Scott 
et al., 2000 ; Yolou et al., 2015). Les ménages agricoles voient la valeur des racines et 
tubercules “dans leur capacité" à produire de grandes quantités d'énergie alimentaire, et dans 
leur stabilité de production dans des conditions où d'autres cultures risquent d'échouer. Il en est 
de même pour les populations dans les zones tropicales humides qui cultivent et consomment 
les racines et tubercules comme aliment de base (Ravi et Aked, 1996).  Les racines et 
tubercules, comme le manioc, la patate douce, l'igname, et le taro ne sont pas inclus dans les 
estimations de la disponibilité des aliments énergétiques de l'homme par l'Organisation pour 
l'alimentation et l'agriculture des Nations Unies (Oke, 1990). Les besoins alimentaires 
minimum de base ont été seulement estimés en termes de céréales consommés par capitale 
(Oke, 1990). Pour améliorer le processus d'estimation de l'énergie des exigences minimales 
alimentaires de base, les gouvernements membres de la FAO, lors de la 8ème session de la 
commission de l'agriculture (COAG) en 1985, ont recommandé la promotion d'autres cultures 
vivrières locales d'importance nutritionnelle comme l'igname, pour permettre aux populations 
des pays en voie de développement de déterminer son niveau de l'apport énergétique 
alimentaire. 
On note environ 600 espèces, dont 50-60 sont cultivées et recueillies à des fins 
alimentaires ou pharmaceutiques (Norman et al., 1995). L’igname a une grande diversité 
d'origine, avec des espèces différentes adaptées aux différents écosystèmes : D. trifida est 
originaire d'Amérique tropicale; D. rotundata, cayenensis, bulbifera et dumetorum sont 
originaires d'Afrique de l'Ouest ; D. alata, esculenta et opposita sont indigènes en Asie du Sud; 
D. opposita et Japanica ont leur centre d'origine en Chine. L’igname reste la plus importante 
des tubercules après le manioc, produite et consommée dans les régions du monde mentionnés 
ci-dessus (Ejechi et Souzey, 1999 ; Yolou et al., 2015). En Afrique, Dioscorea rotundata est 
l'igname la plus importante, en particulier dans la zone de forêt et est probablement un hybride 
de D. cayenensis, qui est une espèce de savane (Oke, 1990 ; Adejumo et al., 2013). En Côte 
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d'Ivoire, au Ghana, au Nigeria et au Cameroun, par exemple, ces deux espèces sont largement 
consommées et sont l'une des principales cultures vivrières en termes de tonnage (Yolou et al., 
2015). 
L’igname est saisonnière et a une période de dormance naturelle après laquelle elle 
germe et produit de nouvelles pousses et de vignes. La dormance, telle que définie par 
Craufurd et al. (2001) et Hamadina (2011), est le terme utilisé de manière générique pour 
englober tous les processus qui constituent l’incapacité programmée de la croissance dans les 
différents types d'apex méristématiques des plantes, souvent en dépit de conditions 
environnementales favorables, et cela est généralement accompagnée par un manque de 
croissance visible. La dormance des Dioscoréacées est un mécanisme d'adaptation important 
qui permet à la plante de survivre pendant le stress (biotiques et abiotiques) et le stockage et en 
même temps permet à la plante de maintenir sa qualité organoleptique pendant le stockage. 
La dormance crée un problème majeur pour les phyto-généticiens, en limitant la vitesse 
à laquelle les nouveaux clones peuvent être disponibles pour augmenter le nombre de 
générations au-delà d’un par an. La durée de la dormance de l'igname est prédéterminée, et 
l'incapacité de l’interrompre limite non seulement la production commerciale mondiale, mais 
aussi sa manipulation génétique pour obtenir de nouvelles variétés améliorées. Une fois la 
dormance rompue, la germination se produit et un stockage prolongé n’est plus possible. Ainsi 
la levée de dormance par induction artificielle ou manipulation génétique facilitera la 
propagation rapide de la culture. 
On sait très peu sur le mécanisme de dormance dans les tubercules d'igname et les 
changements métaboliques qui ont lieu pendant la dormance et la germination. Les enquêtes 
menées sur les changements biochimiques dans les tubercules d'igname stockés ont montré que 
les changements dans l'amidon, sucres, protéines se produisent à long terme (Sundaresan et 
al., 1990 ; Tortoe et al., 2015). L’analyse par le dodécyl sodium en électrophorèse sur gel de 
polyacrylamide (SDS-PAGE) utilisée par Conlan et al. (1997) pour caractériser la protéine 
totale de l'igname Dioscorea cayenensis durant le stockage a montré préférentiellement une 
protéine majeure de stockage, la dioscorine. 
Des méthodes telles que le RNA fingerprinting, connu comme une technique simple et 
rapide pour générer des empreintes d'ARNm dans des plantes polyploïdes cultivées, ont été 
utilisées avec succès pour identifier et cloner l'ADNc. En outre, l'utilisation d'une nouvelle 
méthode de RNA fingerprinting connue sous le nom d’Acide Désoxyribonucléique 
complémentaire -Polymorphisme de longueur des Fragments Amplifiés (cDNA-AFLP), il est 
possible d'identifier et de cloner des fragments d'ADNc provenant de l'ARN en utilisant une 
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synthèse d'ADNc et l'amplification par PCR par la suite (McClelland et al., 1995). Cette 
méthode permet une estimation du nombre de gènes différentiellement exprimés au cours de la 
dormance de l'igname.  
 
 
II- OBJECTIFS 
 
L'objectif général de cette étude est de contribuer à l’étude génomique de Dioscorea 
rotundata à partir de l’analyse de la régulation du profil des protéines et celui de l'expression 
de ses gènes différentiellement transcris au cours de la dormance. 
Les objectifs spécifiques qui découlent de cet objectif général sont de : 
1) Déterminer le profil du modèle d'accumulation des protéines liée à la dormance de l'igname, 
2) Générer le profil des gènes différentiellement exprimés, régulés de manière croissante et 
réprimés dans les tubercules d'igname en dormance après la récolte. 
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I- GENERALITES  
 
I-1 L’igname, Dioscorea rotundata 
Les ignames, Dioscorea spp sont des féculents en forme de gros tubercules souterraines 
produites par les vignes annuelles et vivaces cultivées en Afrique, dans les Amériques centrale 
et latine, les Caraïbes, le Sud Pacifique et en Asie (Figure 1). Il existe un large nombre de 
variétés d’espèces de Dioscorea. Certaines espèces telles que  D. rotundata, D. cayenensis, D. 
alata, largement cultivées, sont en générales domestiques et comestibles. Ces ignames matures, 
comestibles et cultivées ne contiennent pas en principe des toxiques bien que des principes 
amers (composés polyphénols, tanins) s’accumulent dans les tubercules immatures. Les espèces 
sauvages de Dioscorea dumetorum, l’igname amère, sont non comestibles. Dioscorea 
dumetorum contient des facteurs non nutritionnels, toxiques comme les alcaloïdes tels que les 
dioscorines (dihydrodioscorine alcaloïde), les tanins (composés polyphénols), ou les amers 
sapogénines. Les variétés cultivées de D. dumetorum n’ont pas d’alcaloïde. Seule la cuisson 
élimine les toxiques alcaloïdes chez certaines espèces à cause de leurs solubilités dans l’eau 
(Martina et al., 2015 ; Anonyme-2b, 2016).  
La plupart des ignames sont des cultures annuelles et leur multiplication se fait par voie 
végétative. Les plantes d’igname affichent une croissance sigmoïde commune à la plupart des 
plantes annuelles (Figure 2). 
Une période de croissance lente lors de l’établissement est suivie par une phase 
exponentielle rapide de croissance pendant que la canopée atteint une superficie maximale et, 
finalement, les taux de croissance diminuent avec la sénescence de la canopée (Craufurd et 
al., 2001). Le tubercule est la partie la plus importante sur le plan économique de l’igname. La 
plupart des espèces de Dioscorea produisent deux types de tubercules : de gros tubercules 
souterrains à la base de la tige par exemple chez D. rotundata et D. alata et de petits tubercules 
aériens (bulbilles) par à l’aisselle des feuilles par exemple chez D. bulbilifera (Hahn, 1995). 
Par contre certaines espèces produisent seulement les tubercules souterrains. 
L’igname Blanc, D. rotundata Poir, est l’espèce la plus importante, en particulier dans 
la zone dominante de production de l’igname en Afrique occidentale et centrale. Elle est 
originaire d’Afrique de l’Ouest, comme l’igname jaune, D. cayenensis.  L’igname de l’eau, D. 
alata, la seconde espèce la plus cultivée, originaire d’Asie, est l’espèce la plus largement 
distribuées dans le monde (Tripathi, 2015).  
 
 
7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1 : Dioscorea rotundata, Igname en dormance et igname en début de 
germination acheté au marché tropical international à Atlanta dans 
l’État de Géorgie 
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Figure 2 : Plantes d’igname en croissance végétative                                         
(Photo, Alexandre Reteau, 2015)  
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I-2 Importance économique de l’igname 
L’igname est une denrée alimentaire important en Afrique de l’Ouest. En effet elle 
contribue à plus de 200 calories par personne et par jour pour plus de 150 millions de personnes 
en Afrique de l’Ouest. Elle est également une source importante de revenus (Tomlins et al., 
2014). 
L’igname constitue un aliment de base pour les fermiers pauvres à ressources limitées. 
Elle est riche en amidon, et peut être préparée de diverses manières telles que bouillis, grillés 
ou frits et servis en tranches ou encore comme des balles, de la purée, ou en flocons et utilisés 
comme de la farine pour d’autres repas. Elle est aussi transformée industriellement en poudre 
et peut également être utilisées dans des produits comme la crème glacée, des pâtes, de la farine 
de haute qualité, de la bière, du vin et du cosmétique, et leur amidon peut remplacer les amidons 
modifiés dans les procédés industriels (Anonyme-2b, 2016). L’igname est disponible toute 
l’année contrairement à d’autres cultures saisonnières fiables. Ces caractéristiques font de 
l’igname un aliment préféré et une culture importante pour la sécurité alimentaire dans certains 
pays d’Afrique sub-saharienne (Izekor and Olumese, 2010). 
 
I-2-1 Valeurs nutritionnelles 
En plus de leur valeur énergétique, les ignames présentent une qualité nutritionnelle très 
importante. Elle renferme principalement des glucides, mais il existe quelques espèces qui sont 
riches en protéines avec 1,0 à 3,8 % de protéines du poids frais (Craufurd et al., 2001 ; 
Hamadina, 2011), comparable à celle du riz et du maïs. L’igname renferme un grand nombre 
de micro et macro-nutriments nécessaire pour l’alimentation humaine. Pour une composition 
centésimale de partie comestible, l’igname D. rotundata Poir contient des carbohydrates, des 
sucres, des fibres alimentaires de protéines, des vitamines et de trace de métaux (Tableau 1). 
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Tableau I : Valeur nutritionnelle de l’igname (Anonyme-3, 2017) 
 
 
 
VALEUR NUTRITIONNELLE (100 g de portion) QUANTITE 
Eau (g) 70,0 
Energie (kJ) 494,0 
Protéine (g) 1,50 
Lipides (g) 0,17 
Carbohydrates (g) 28,0 
Fibres (g) 4,10 
Sucre (g) 0,50 
Sels minéraux  
Calcium (mg) 17,0 
Fer (mg) 0,54 
Magnésium (mg) 21,0 
Phosphore (mg) 55,0 
Potassium (mg) 816 
Sodium (mg) 9,00 
Zinc (mg) 0,24 
Cuivre (mg) 0,18 
Manganèse (mg) 0,40 
Sélénium (μg) 0,70 
Vitamines 
Vitamine A  7,00 (1%) 
Vitamine C (mg) 17,1 (21%) 
Thiamine (B1)  (mg) 0,11 (10%) 
Riboflavine (B2) (mg) 0,03 (3%) 
Niacine (B3) (mg) 0,55 (4%) 
Acide Pantothénique (B5)(mg) 0,31 (6%) 
Vitamine B6 (mg) 0,29 (23%) 
Folate (B9) Total (μg) 23,0 (6%) 
Vitamine E, alpha-tocophérol (mg) 0,39 (2%) 
Vitamine K1 (μg) 2,60 (2%) 
Bêta-carotène (μg) 83,0 (1%) 
Lutéine + zeaxanthine (μg) 0,00 
Acides gras saturés (g) 0,04  
Acides gras monosaturés (g) 0,01  
Acides gras polysaturés (g) 0,08 
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En plus de leur importance comme source de nourriture, l'igname joue également un 
rôle important dans le développement socio-culturelle de certaines régions productrices comme 
le célèbre Festival de la nouvelle igname en Afrique de l'Ouest, une pratique qui est également 
étendue à l'étranger où il y a une importante population de tribus qui l’observent.  
En Côte d'Ivoire par exemple, l'igname est une culture ancestrale intimement liée à 
l'histoire d'une partie du peuple Akan. Ce tubercule aurait été salvateur pour ce peuple dans une 
circonstance donnée de son histoire. Il a tantôt fait son apparition mystérieuse à un moment 
critique pour sauver certains groupes d'hommes d'une famine effroyable, tantôt joué le rôle d'un 
aliment à propriétés particulières, voire surnaturelles (Reseauivoire, 2005). 
Ainsi, par exemple chez le peuple Akan du Nord-Est, dans la région du Zanzan, l’igname est 
célébrée (fête) en reconnaissance aux ancêtres ; le roi leur rend hommage pour lui avoir épargné 
les malheurs qu’auraient pu causer la consommation du nouveau tubercule. 
Chez le peuple Abidji de Gomon du département de Sikensi (région de l’Agnéby-Tiassa), 
l'instauration de la fête de l'igname apparaît comme la participation du vivant à un festin en 
l'honneur du tubercule salvateur. Cette fête intervient après le vendredi saint. 
Dans la "région du Krinjabo" chez les Agni-Sanwi, dans l'Indénié et chez la plupart des Baoulés, 
grands cultivateurs et consommateurs d'ignames, la fête de l’igname est célébrée après une 
"semaine sainte" avec un rite sacré d'intense communion avec les esprits des ancêtres qui 
veillent sur le canton et le royaume. En général ces peuples Akan ont l'igname comme référence 
calendaire, la récolte de la nouvelle igname marque l’entrée dans le nouvel an.  
Chez les Abbey, La fête de l’igname est célébrée deux fois dans l’année, mais la véritable fête 
des ignames en pays Abbey, c'est le "sacrifice du Miripôh", célébré de façon très sobre en Juillet 
et Août (Reseauivoire, 2005). 
La fête de l’igname est aussi célébrée dans certains pays d’Afrique. C’est le cas au Ghana 
où les premières ignames récoltées sont offertes à Dieu et les ancêtres avant d’être distribuées 
au peuple. Au Sud-Est du Nigeria, le peuple Igbos célèbre aussi la fête de l’igname qu’ils 
appellent Orureshi en Owukpa (Anonyme-2a, 2016). 
En Papouasie-Nouvelle-Guinée, la culture et la récolte de l’igname est accompagnée par 
de nombreux rituels et des tabous complexes (Anonyme-3, 2017). 
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I-2-2 Production de l’igname  
 
I-2-2-1 Production et contribution par région 
 
Face à la rapide croissance de la population, il y a un urgent besoin d’augmentation de 
la production et d’approvisionnent en igname pour satisfaire la demande locale, nationale et 
internationale (Asumugha et al., 2009). 
La production de l'igname en général est limitée par le coût élevé et la disponibilité des 
semences d’igname nécessaires dans la technique traditionnelle. Le coût s’élève à plus de 53 % 
du coût total de production de l'igname (Bell et al., 2000). Jusqu'à 30 % de la récolte précédente 
qui aurait dû être vendue pour le revenu ou consommée sont réservés comme "ignames de 
semence" pour la prochaine campagne agricole (Orkwor and Asadu, 1998 ; Bell et al., 2000).  
 
Les ignames sont cultivées en plantant des morceaux de tubercules ou de petits 
tubercules entiers d’ignames de semence de la saison précédente. Dans les tropiques, les 
ignames sont plantées en Février ou début Mars en début de saison des pluies et récoltées entre 
Août et Septembre de chaque année. La récolte se poursuit jusqu'à Novembre (Hamadina, 
2011 ; Tortoe, 2015 ; Ansah et al., 2016).  
 
La production de l'igname à travers le monde en 2014 s'élève à plus de 60 millions de 
tonnes dont 97 % est produite par l'Afrique (FAO, 2017). Les ignames sont largement 
distribuées à travers les régions du monde, mais la production est plus concentrée dans les 
régions climatiques tropicales et subtropicales telles que l’Afrique de l’Ouest, l’Afrique de 
l’Est, l’Amérique Centrale, l’Amérique du Sud, l’Ouest de l’Inde, le Sud de l’Asie, l’Indonésie, 
la Chine, le Japon, les Philippines, Madagascar, les Caraïbes, la Malaisie, l’Ile du Pacifique 
Sud, la Corée et la nouvelle Guinée Papouasie (FAO, 2013). Dans la plupart de ces pays, 
l’igname constitue une bonne portion de source de calorie dans leur alimentation pour une 
grande proportion de leur population, alors que dans certains pays comme la Japon et la Chine, 
l’igname contribue de manière signifiante dans l’industrie des produits crus, spécialement dans 
les industries pharmaceutiques et brasseries (Okoko, 2015 ; Nahanga et al., 2015).  
 
La plupart de la production de l’igname, cependant provient de l'Afrique de l'Ouest où 
le Nigéria, premier producteur, représente 72% de la production, ce qui équivaut à plus de 45 
millions de tonnes (FAO, 2017). Le Nigéria seule est responsable de près des trois quarts de la 
production total avec 25,2 millions de tonnes par an. Le reste du monde contribue seulement 
avec 3,57% de la production mondiale (Nahanga et al., 2015). La Côte d’Ivoire quant à elle, 
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produit plus de 5 millions de tonnes soit environ 9% de la production mondiale. L’igname, 
Dioscorea rotundata est la plus importante des espèces cultivées en termes de superficies et de 
production (Bell et al., 2000) (Figure 3).  
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Figure 3 : Les cinq premiers pays producteurs d’ignames d’Afrique en 2014 
(tonnes) (FAO, 2017) 
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La culture de l’igname en Côte D'Ivoire est essentiellement pratiquée au centre, à l’est 
et au nord. La Côte D'Ivoire, troisième producteur mondial d’ignames en volume, occupe la 
première place des productions vivrières dans ce pays avec 5,8 millions de tonnes produites en 
2014, dont environ 70% sont autoconsommées (Le PIP, 2010 ; FAO, 2017). Les départements 
d’Abengourou, Bondoukou, Bouna, Bouaké, Korhogo, Séguéla et Tanda représentent les plus 
grandes zones de production (Butler, 2013 ; Ossène, 2014 ; Anonyme-1, 2015).  
 
 
I-2-2-2 Rendement de la production de l'igname  
 L’exigence de la culture de l’igname demande un sol meuble très fertile, une 
température entre 25°C et 30°C avec une pluviométrie d’environ 1500 mm pendant toute la 
période de culture pour un bon rendement (Anonyme-1, 2015).  
La production de l’igname est en déclin dans certaines zones de production 
traditionnelle en raison de la baisse de la fertilité des sols, l'augmentation des pressions de 
ravageurs et le coût élevé de la main-d'œuvre (IITA, 2009). Selon les statistiques de la FAO 
(Bell et al., 2000 ; FAO, 2017), les exigences élevées de l’igname maintiennent les rendements 
à des niveaux relativement bas et stagnants malgré la croissance des surfaces cultivées (Figure 
4 et Figure 5). Les rendements moyens de l’Afrique se situent aux environs de 9 tonnes/Ha 
(Bell, 2000). Les petits exploitants doivent donc avoir accès aux innovations pour réduire la 
main-d'œuvre et améliorer la productivité (IITA, 2009).  
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       Figure 4 : Superficie des champs d’Igname récoltée par pays de 2005-2014    (Ha) 
(FAO, 2017) 
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Figure 5 : Rendement de l’igname récoltée de 2005-2014 (FAO, 2017) 
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I-2-2-3 Distribution et vente 
Les agriculteurs d’ignames choisissent l'endroit où ils envisagent de vendre les 
tubercules d'igname. Les exploitations agricoles sont la plupart du temps dans des zones où le 
réseau routier est inaccessible ou médiocre pour transporter les ignames jusqu'à la route 
principale, le marché du village ou certains marchés des villes les plus proches pour être en 
outre exportées. Certains acheteurs vont eux-mêmes acheter les tubercules aux champs et sont 
donc responsables du transport. Les Africains de l’Afrique de l’Ouest sont de grands 
consommateurs d’ignames. Les ignames sont donc vendues dans les marchés locaux du pays et 
dans les marchés des pays voisins. 
En Côte d'Ivoire, il y a un certain nombre de marchés d'igname dans toutes les villes en 
raison du fait qu'un grand nombre d'ivoiriens consomme l'igname. Les ignames sont vendues 
en gros et en grandes quantités sur les marchés locaux dans les zones rurales, dans les villes et 
dans les grands marchés nationaux dans certaines régions à des détaillants. Il y a également la 
méthode moderne, où les grandes industries achètent l'igname en grandes quantités, avec les 
grossistes, puis revendent la poudre d’igname après emballage. Les ignames sont également 
présentes dans certains marchés internationaux aux États Unis, aux Royaume-Unis et certains 
pays européens. Cependant, l'igname transformée industriellement est vendue dans les 
magasins et supermarchés des grandes villes des pays consommateurs. 
 
 
I-2-2-4 Valeur de la production  
 La stratégie de l’augmentation de la production de l'igname ne se concentre pas 
seulement sur la sécurité alimentaire, mais aussi sur l'identification des possibilités pour 
l'industrie agro-alimentaire d'augmenter, de contribuer à sauvegarder et si possible d’améliorer 
les moyens de subsistance des populations à différents points de la chaîne de production de la 
culture d'igname (Figure 6) (ITC, 2012). 
L’igname est une denrée très appréciée ce qui fait qu’elle est vendue à des prix très 
élevés (Bell, 2000). 
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Figure 6 : Valeur de la production d’ignames dans différents pays d’Afrique de l’Ouest  
(FAO, 2017)  
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I-3 Commerce de l'igname   
L’igname est une importante source de revenus en liquidité monétaire pour des millions 
de producteurs à cause de la forte demande et l’échange facile contre l’argent sur les marchés 
ruraux et urbains. Il est difficile de contrôler le flux d’importation et d’exportation des ignames 
au regard du nombre d’intermédiaires entre les zones de production (milieu rural), le milieu 
urbain et l’international.  
 
 
I-3-1 Exportateurs et importation d’ignames 
- Les principaux pays producteurs d’ignames de l’Afrique de l’ouest sont le Nigeria, la 
Côte D’Ivoire, le Ghana et le Bénin et les principaux marchés d'exportation sont l'Europe (grand 
Bretagne, notamment) et les États-Unis d'Amérique (Ayemibo, 2010). Bien que le Nigéria soit 
le principal pays producteur, les quantités exportées sont relativement faibles et sont 
compensées par le Ghana, le Togo et le Bénin qui en définitive sont les plus importants 
exportateurs d’ignames (Nahanga et al., 2015).  
Selon certains fournisseurs, l’exportation des tubercules d’igname vers les pays voisins 
africains et hors des pays d’Afrique de l’Ouest est informelle et parfois illégale. 
Malheureusement, les bureaux de la statistique des pays ont très peu d'informations concernant 
les importations et les exportations d'ignames (Ayemibo, 2010). 
- L’igname n'a pas seulement une valeur nutritionnelle ; elle est également utilisée à des 
fins industrielles en Europe, comme un adhésif par les producteurs de cartons d'emballage, les 
entreprises, ainsi que les producteurs de cuir et de chaussure (Ayemibo, 2010). 
 
 
I-4 Traitement de l’igname après récolte 
 
I-4-1 Techniques de stockage 
Beaucoup de techniques traditionnelles et modernes de stockage ont été utilisées au 
cours des dernières années pour réduire les pertes post-récoltes et d'allonger la durée de 
conservation de l'igname. Ces techniques comprennent l'immersion, le stockage en fosse et 
l’entreposage intérieur ou stockage dans les granges. 
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I-4-1-1 Technique d’immersion 
Dans la technique d'immersion, les tubercules sont immergés dans 500 mg.kg-1 de 
solution de thiabendazole ou de 25 mg.kg-1 de solution de deltaméthrine pendant 30 min pour 
les protéger contre les champignons, les bactéries, les virus, les termites et les nématodes, qui 
les infestent au cours de la croissance dans le sol. En Côte d’Ivoire la lutte contre les insectes 
ravageurs se fait en traitant les tubercules sains (non blesses ou attaques) avec Deltaméthrine à 
raison de 3 centilitres par litre d’eau (Kouakou et al., 2016).  
 
 
I-4-1-2 Technique de stockage en fosse ou silo-fosse 
Le stockage en fosse aussi appelé technique « enterrée » ou silo-fosse consiste à creuser 
un trou d'un diamètre de 1-2 m bordée de feuilles séchées ou d'herbe sèche, et placer les 
tubercules sélectionnés à l'intérieur. Le trou est ensuite recouvert de feuilles séchées ou d'herbe 
sèche. Le but de cette technique est d’enterrer les ignames afin de réduire l'humidité relative, 
réduisant ainsi au minimum la croissance des champignons et des termites (Ngue et al., 2007).  
 
 
I-4-1-3 Technique de stockage dans les granges  
Le stockage dans les granges ou grenier d’argile consiste à disposer verticalement trois 
(3) mètres de longues perches en bois, et en attachant les tubercules aux poteaux verticaux avec 
leurs grands axes dans une position horizontale. Les tubercules sont recouverts de feuilles de 
palmier (Adesuyi, 1978 ; Ngue et al., 2007). 
 
 
I-4-1-4 Technique de structure de stockage améliorée 
Cette technique consiste à construire une hutte élevée en bambou, en poteaux et tiges 
d’arbres et en lianes équipée d’étagères ou les ignames sont stockées dans de bonnes conditions 
aération pour réduire la pourriture et de protection contre les insectes et les rongeurs (Ngue et 
al., 2007).  
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I-4-2 Contraintes de stockage 
 
I-4-2-1 Détérioration  
Après la récolte, les ignames sont souvent stockées pendant six mois, période pendant 
laquelle certains des changements physiologiques et biochimiques, tels que les changements 
dans le taux de respiration et de la composition chimique (amidon, sucres) auront lieu 
progressivement. Ces changements détériorent la texture, le goût et la saveur des tubercules 
(Craufurd et al., 2001 ; Tortoe et al., 2015). Ces changements aboutissent à des pourritures 
qui augmentent en surface au cours de la période de stockage des tubercules en magasin 
(Aboagye-Nuamah et al., 2005). 
 
 
I-4-2-2 Dégâts des ravageurs  
Les ravageurs ont un important impact sur la commercialisation de l’igname du point 
de vue quantité et qualité de la production. Ils affectent considérablement la valeur commerciale 
de l’igname par destruction et détérioration de la qualité des tubercules.  
Les principaux ravageurs qui affectent les feuilles et les tubercules de l’igname sont les 
insectes tels que les Lépidoptères et les Coléoptères. Loxura atymnus est le plus commun des 
lépidoptères qui attaquent les feuilles ; il en va de même des coléoptères-chrysomèles.  
En Côte d’Ivoire, parmi les ravageurs, les nématodes et les insectes nuisibles sont les 
plus fréquents. Les chenilles de papillons creusent des galeries dans l’igname et les cochenilles 
qui attaquent les couches blanches. La lutte contre les ravageurs consiste à des traitements 
d’insecticides comme la Deltaméthrine à raison de 3 centilitres par litre d’eau (Kouakou et al., 
2016). 
  
 
I-4-2-3 Pertes bactériologiques, fongiques 
Les études menées par le CNRA en Côte D’Ivoire ont montré que les virus tels que la 
mosaïque de l’igname (Yam mosaic virus, YMV; Yam mild mosaic potyvirus, YMMV; 
Badnavirus : Dioscorea baciliform virus (DBV) et Potexvirus  (Dioscorea latent virus (DLV). 
Dioscorea rotundata est souvent plus susceptible que Dioscorea alata aux Potexvirus, 
responsables de la forme anormale et décolorée des tiges et feuilles. 
Les champignons (Cercospora spp, Alternaria spp, Rhizoctonia spp. etc.) développent 
des mycéliums dans les feuilles et les tiges et sont responsables du jaunissement puis le 
noircissement et finalement de la mort de la plante d’igname. Botryodiplodia theobromae, 
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Rhizopus nodosus et autres champignons sont responsables des pourritures internes durant le 
stockage, entrant par les blessures d’insectes ou d’outils à la récolte. Les Fusarium spp., 
Aspergillus spp. et autres champignons responsables de la pourriture sèche se développent en 
profondeur au stockage après infection du champ ou par les blessures à la récolte favorisée par 
les lésions des nématodes. Les champignons du genre Penicillium spp. comme P. sclerotigenum 
se développent en surface au stockage sur les parties blessées. 
Les bactéries comme Erwinia carotovora et autres bactéries sont responsables de la 
pourriture interne malodorante qui se développe au cours du stockage. 
La lutte contre les champignons, les virus et les bactéries consiste à éviter de replanter les 
tubercules infectés, à éliminer les premières feuilles infectées et à faire des traitements à 
l’insecticide et à utiliser une bonne pratique agricole (rotation de cultures, élimination des 
plantes malades, sélection rigoureuse des boutures et semenceaux, maintien d’une forte 
agrobiodiversité) (Le PIP, 2011 ; kouakou et al., 2016). 
 
 
I-4-2-4 Pertes mécaniques 
La récolte de l’igname en Afrique de l’Ouest se fait habituellement par la main avec un 
bâton ou une pelle en bois pour éviter les blessures des tubercules. Ces blessures rendent les 
tubercules vulnérables aux attaques des microorganismes entraînant leur pourrissement rapide 
(Anonyme-1, 2016). Le développement de la mécanisation pourrait améliorer la production. 
 
 
I-5 Méthodes de lutte après la récolte 
La durée limitée de conservation de l’igname pose de nombreux problèmes tant pour la 
filière export que pour le marché local. Cette durée de conservation est très limitée à cause de 
la vulnérabilité des tubercules aux parasites. Par conséquent le taux élevé de pourriture et de 
lésions des tubercules affecte les producteurs et les exportateurs au cours du transport depuis le 
site de production rendant une grande partie des tubercules impropres à la commercialisation. 
Le Comité de Liaison Europe-Afrique-Caraïbes-Pacifique (COLEACP) a donc mis en place 
une mission d’étude avec le CIRAD, afin de cerner les difficultés et d’identifier des pistes 
d’amélioration :  
- L’essai de traitement des tubercules avec des fongicides a été interdit à la consommation à 
cause des teneurs en résidus supérieures aux normes phytosanitaires (LMR : Limites Maximales 
de Résidus). 
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- L’observation stricte de bonnes pratiques depuis le bord champ jusqu’à l’expédition pour une 
bonne qualité (Le PIP, 2011).  
- Le PIP (Pesticides Initiative Programme) a mis en œuvre de bonnes pratiques agricoles afin 
d’améliorer les techniques de culture et de rationaliser la production. Le PIP a encouragé 
l’usage sécurisé et rationnel des pesticides afin d’améliorer et d’augmenter le rendement de la 
production et les revenus des producteurs. Il a aussi encouragé de travailler en coopérative afin 
de minimiser les pertes en vendant plus vite la production (Francois, 2012). 
 
II- DORMANCE DES DIOSCOREACEES 
 
II-1 Généralités 
 
Bien que les techniques de stockage mentionnées ci-dessus aient été en mesure de 
réduire les pertes post-récoltes dans une certaine mesure, la capacité de réduire les pertes à 
grande échelle a été entravée par le manque d’informations adéquates sur les processus 
physiologiques inhérentes à l’igname qui causent des pertes post-récoltes. La durée de 
conservation des tubercules d’igname est également limitée par leur période de dormance. 
La dormance est une incapacité programmée de croissance dans divers types d’apex 
méristématiques, en dépit de la présence de conditions environnementales appropriées 
(Hamadina, 2011). C’est un facteur critique pour la survie et la persistance des mauvaises 
herbes, des graines et bourgeons (Foley, 2001). La durée de la période de dormance est d’une 
grande importance écologique et semble être une adaptation à des conditions 
environnementales qui prévalent dans la région d’origine (Passam et al., 1982). 
La dormance peut être caractérisée par des processus de régulation de :  
- Dormance endogène ou de repos, contrôlée par les conditions endogènes au sein de l’organe 
affecté où la croissance ne peut être artificiellement induite ;  
- Para-dormance ou inhibition corrélative contrôlée par les conditions en dehors de l’organe 
affecté, mais au sein de la plante mère et, 
- L’éco-dormance ou quiescence, contrôlée par l’environnement externe.  
La dormance dans les racines et les tubercules sont contrôlés à la fois par des processus 
de réglementation environnementale endogènes et exogènes (Lang et al., 1987). Par ailleurs, 
la température a un effet significatif sur la dormance. Coursey et Nwankwo (1968) ont rapporté 
que la température moyenne dans les granges de stockage traditionnelles au Ghana est 
d’environ 30ºC résultant de l’intervalle de températures internes du tubercule compris entre 
27ºC et 32ºC, intervalle optimal de germination de D. rotundata et D. alata (Onwueme, 1978). 
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L’humidité relative a également un effet significatif sur la durée de germination (Passam et 
Moon, 1977). Le contrôle de la dormance des tubercules d'igname (Disocorea spp.) est peu 
compris et les tentatives pour raccourcir la longueur de la période de dormance en faisant 
germer les tubercules sont restées sans succès (Ile, 2006). 
Girardin et al., en 1998 ont montré que l’élimination des germes a été la technique la 
plus efficace pour réduire les pertes de poids frais après la récolte. L’inhérente durée de la 
dormance varie considérablement selon les espèces d’igname. Ainsi, D. alata Lam et D. 
rotundata restent en dormance pendant des périodes allant jusqu’à six mois et peuvent donc 
être stockées pour une durée relativement plus longue. Par contre, D. cayenensis Lam et D. 
trifida Lam ont une période de dormance de deux mois seulement et ne peuvent être conservées 
de façon satisfaisante pour des périodes plus longues (Craufurd et al., 2001). L’incapacité de 
lever la dormance a réduit la capacité des sélectionneurs de plantes à faire avancer les lignées 
de plus d’une génération par an en raison du manque de matériel végétal à planter (Barker et 
al., 1999). Une fois la dormance levée, les tubercules deviennent plus sensibles aux attaques 
des agents pathogènes et perdent leurs propriétés organoleptiques (Passam et al., 1977 ; Barker 
et al., 1999). 
 
 
II-2 Impact de la dormance de l’igname 
La dormance joue un rôle déterminant dans la durée de vie de l’igname durant le 
stockage de cette dernière. Pendant la dormance, de nombreux changements physiologiques et 
biochimiques, y compris l’activité enzymatique apparaissent dus aux pertes après la récolte. 
Des études ont montré que l’amidon est le principal composé dégradé dû à l’oxydation 
enzymatique (Huang et al., 2001). La dormance supprime donc le métabolisme endogène en 
réduisant ainsi le taux de pertes des carbohydrates. 
Par ailleurs, les travaux de Diopoh et Kamenan (1981) ont montré que toutes les 
espèces du genre Dioscorea contiennent les enzymes que sont la phosphorylase, l’amylase et 
la phosphatase. La phosphorylase est souvent trouvée dans les ignames stockées lorsque les 
niveaux d’amidon sont réduits. Ils ont également montré que la distribution de la phosphorylase, 
de l’amylase et de la phosphatase est différente au sein des variétés d’igname. Ils ont signalé 
que le rapport de la phosphatase et l’amylase est plus proche de 1 et reste constant durant le 
stockage après la récolte. Tandis que le rapport de la phosphorylase et l’amylase augmente 
durant le stockage. Dabonne et al. (2011) ont montré que pendant que l’activité de l’amylase 
augmente dans l’igname pendant le stockage post-récolte, l’activité de la phosphatase diminue.  
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En outre, Oluoha et al. (1990) ont indiqué que la phosphorylase joue un rôle dans la 
dégradation de l’amidon au cours du stockage et son activité variait avec le temps de stockage 
et de la germination. On remarque également des changements au niveau du profil des sucres 
réducteurs, non réducteurs et de l’amylose (Tortoe et al., 2015).  
Les enzymes de brunissement et les enzymes liés à la défense comprenant le polyphénol 
oxydase (catéchol oxydase), la peroxydase et la chitinase augmentent également en tout début 
de stockage, puis diminue ou fluctue au cours du stockage prolongé.  
Des progrès ont été réalisés concernant l’étude de l’igname mais les recherches sont 
lentes du fait de la complexité génétique et moléculaire de l’igname (Mignouna, 2007). 
 
 
II-3 Techniques de dépistage moléculaire et techniques d’études différentielles  
L’utilisation de la biotechnologie et de la génomique dans l’agriculture a rendu possible 
l’utilisation des techniques moléculaires pour comprendre certains problèmes liés à la 
dormance à travers la régulation précise de l’expression des gènes comme dans le cas de 
l’igname (Huang et al., 2001). Pour mieux comprendre ce processus, il est nécessaire d’étudier 
les profils d’expression des gènes. Différentes techniques de recherche de polymorphisme au 
niveau du transcriptome ont été mises au point. Parmi ces techniques d’études différentielles, 
on peut citer l’électrophorèse à deux dimensions (2-DE), la technique de «Western Blot», la 
réaction de Polymérisation en Chaine (PCR), la technique d’hybridation soustractive, la 
technique d’Affichage Différentiel/Transcription inverse-PCR et la technique du RNA 
fingerprinting (AFLP). 
 
 
II-3-1 Électrophorèse bidimensionnelle 
Le profil des protéines a été utilisé pour étudier les gènes différentiellement exprimés 
au cours des processus physiologiques et de développementaux des organismes. La technique 
de l’électrophorèse sur gel à 2 dimensions (2-DE) développée par O’Farrel (1975) a été utilisée 
comme une technique rapide de dépistage du profil des protéines métaboliquement marquées. 
L’apparition ou la disparition de marques de protéines dans la matrice bidimensionnelle 
pourraient fournir des informations sur les modifications cellulaires dans la synthèse des 
protéines. 
Le système de mise au point isoélectrique (IEF) est utilisé pour compléter la première 
dimension. Les protéines sont séparées en fonction de leur point isoélectrique. L’électrophorèse 
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Dodécyl sulfate de sodium –polyacrylamide sur gel (SDS- PAGE) est utilisée pour compléter 
la deuxième dimension. Cette méthode est le plus souvent utilisée pour séparer les grandes 
macromolécules, telles que les larges protéines et les protéines complexes.  
L’analyse des protéines par électrophorèse SDS- PAGE est basée sur le revêtement de 
toutes les protéines avec du SDS, un détergent anionique dénaturant, leur donnant ainsi une 
charge uniforme. Les protéines revêtues de SDS, chargées négativement, migreront vers 
l’anode en fonction de leur poids moléculaire à travers le gel de polyacrylamide (PAGE) 
composée de deux différents gels : un gel de séparation à 6 %, 8 %, 10 %, 12 % ou 15 % et un 
gel de concentration à 5 % (stacking) coulé en haut du gel de séparation pour permettre une 
entrée homogène de l’échantillon dans le gel de séparation (Rybicky, 1996). L’électrophorèse 
SDS- PAGE permet une meilleure séparation des protéines. Toutefois, cette méthode présente 
quelques limites pour l’étude complète des gènes différentiellement exprimés. L’électrophorèse 
bi-dimensionnelle est extrêmement sensible aux contaminants, tels que les lipides, les sels et de 
l’ADN, qui interfèrent avec son efficacité (Anderson et al., 1996). C’est une méthode utile 
pour la détection et la séparation des protéines, même si un grand nombre de protéines rares 
sont perdues dans le processus en raison des interactions hydrophobes. 
 
 
II-3-2 Western Blot immunodétection 
L’analyse Western Blot ou buvardage de Western (Burnette, 1981) est une méthode 
très utile pour l’identification et la quantification des protéines spécifiques dans un mélange de 
protéines. Les protéines sont résolues sur un gel polyacrylamide dénaturé (SDS- PAGE). Le 
gel est transféré sur un support solide, généralement sur une membrane en nitrocellulose et 
sondées avec des réactifs qui sont spécifiques de séquences particulières d’acides aminés. Les 
sondes sont habituellement des anticorps qui réagissent spécifiquement avec des épitopes 
antigéniques affichées par la protéine cible lié au support solide.  
Cette méthode est une technique sensible et la séparation électrophorétique de toutes les 
protéines s’effectue dans des conditions dénaturantes sans aucun problème de solubilisation, 
d’agrégation, et de co-précipitation de la protéine cible. 
 
 
II-3-3 Réaction de Polymérisation en Chaine  
La technique de la Réaction de polymérisation en chaine : « Polymerase chain reaction » 
(PCR) a été décrite pour la première fois par Kary Mullis (1987). C’est un outil intégral de la 
biologie moléculaire comme une aide au clonage et une analyse de gènes. Cette technique est 
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utilisée pour amplifier de l’ADN, pour obtenir une grande quantité de copies d’une séquence 
nucléotidique donnée.  
Le cycle de réaction PCR est réalisé en trois étapes et à trois températures différentes 
permettant successivement la dénaturation du double brin d’ADN, son hybridation avec les 
amorces à la matrice d’ADN et son élongation qui utilise des dNTPs et Mg2+ pour une 
polymérisation optimale pour produire une amplification de l’ADN cible. La découverte de 
l’ADN-polymérase thermostable comme la Taq polymérase a permis les étapes du cycle de 
PCR beaucoup plus pratique. La technique de PCR est une technique simple et sensible pour la 
détection d’acide nucléique. Il peut également être utilisé pour augmenter la sensibilité du 
DNA/RNA fingerprinting. 
 
II-3-4 L’Hybridation soustractive  
L’’hybridation soustractive encore appelée technique de banques soustractives 
(Diatchenko et al., 1996) est une étude comparative de l’expression génétique. Elle permet de 
détecter les espèces d’ARNm présentes dans un génome (Testeur) par différence avec les 
ARNm d’un génome prise comme référence (Témoin). Les ADNc obtenus sont soumis à une 
digestion des nucléases et une succession d’amplification sélectives des fragments voulus avec 
dégradation des fragments sélectives contenant des fragments de séquences communes aux 
deux populations. Les fragments de génome à tester sont amplifiés en utilisant une amorce qui 
confère aux produits d’amplification une résistance à la dégradation des nucléases. Les 
fragments de la population témoin sont amplifiés en utilisant une amorce qui cible les produits 
d’amplification en vue d’une dégradation préférentielle. Plusieurs cycles d’hybridation, de 
traitement des nucléases et d’amplification sont réalisés afin d’obtenir un enrichissement des 
fragments spécifique de la population échantillon. 
Le séquençage des ADNc complémentaires obtenus est comparé avec les banques de 
gènes afin d’identification les ARNm surexprimés dans la cellule étudiée. Selon Hendrick et 
al. (1984) les techniques de soustraction nécessitent souvent de multiples étapes répétées de 
soustraction, et demandent beaucoup de travail. 
 
 
II-3-5 Affichage différentiel/transcription inverse-PCR 
` Liang et Pardee (1992) ont appliqué l’approche de l’affichage différentiel (DD/RT-
PCR) base sur la technique de la transcription inverse-PCR : Reverse Transcriptase-
Polymerase Chain Reaction à l’ARNm en développant une méthode de tableau de produits 
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RT-PCR sur des gels classiques de séquençage de l’ADN. La technique permet de comparer 
et d’identifier les changements dans l'expression des gènes au niveau de l'ARNm entre deux 
cellules eucaryotes dans des conditions différentes.  
C’est une méthode robuste et rapide pour séparer et cloner différents ARN messagers 
(ARNm) à l’aide de la réaction en chaîne de la polymérase (Money, 1996). La méthode de 
DD/RT-PCR nécessite que de petites quantités d’ARN total. Cependant, de nombreux 
laboratoires ont eu des difficultés à obtenir des résultats reproductibles avec cette méthode. 
Bauer et al. (1994) ont montré que 40 % au moins des bandes différentiellement affichées ne 
sont pas reproductibles entre les expériences. DD/RT-PCR est décrite comme une procédure de 
dépistage plutôt que d’une stratégie de clonage en raison du taux de faux positifs. 
 
 
II-3-6 Amplification de fragments par restriction sélective 
La technique de l’AFLP appelée aussi DNA fingerprinting décrite par Vos et al. (1995) 
est une technique d’empreinte d’ADN basée sur l’amplification sélective par PCR de fragments 
de restriction obtenus à partir d’une digestion totale de l’ADN génomique. Cette technique 
comporte trois étapes : la restriction de l’ADN et la ligature des adaptateurs 
oligonucléotidiques, une amplification sélective des groupes de fragments de restriction et 
l’analyse sur gel des fragments amplifiés. Cette technique est une puissante DNA fingerprinting 
technique pour tout type d’ADNs quelle que soit leur origine ou leur complexité. 
 
 
II-3-7 ADN complémentaire-Polymorphisme de longueur des Fragments 
Amplifiés   
Bachem et al. (1996) ont appliqué cette méthode à l’ADNc pour étudier des gènes 
différentiellement exprimés lors de la tubérisation de la pomme de terre. Cette méthode est 
connue sous le nom de polymorphisme de longueur de fragments amplifiés (Complementary 
Deoxyribonucleic Acid – Amplified Fragment Length Polymorphisme ; cDNA-AFLP) ou 
d’ARN Fingerprinting. Le principe est que l’ADNc obtenu par reverse-transcription de l’ARN 
messager est digéré. Les transcriptions de fragments dérivés (TDFs) ou fragments 
différentellement exprimés et amplifiés obtenus par deux étapes de PCR classiques sont enfin 
soumis à une électrophorèse sur des gels d’acrylamide et visualisées par la méthode de 
coloration au nitrate d’argent (Bassam et al., 1991). Cette méthode de coloration est une 
alternative à faible coût pour l’utilisation de la radioactivité pour de nombreuses applications 
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moléculaires dont AFLP. En plus des avantages du coût, de la sécurité et d’environnement, la 
coloration au nitrate d’argent permet d’observer les résultats le même jour ainsi qu’une facile 
avenue au clonage de bandes intéressantes. Cette méthode est une méthode reproductible d’un 
laboratoire à un autre et d’une technique de révélation (révélation au nitrate d’argent) à une 
autre pour la détection de transcrits différentiellement exprimés dans une large gamme de 
systèmes expérimentaux. Cette méthode est efficace, car elle nécessite assez peu de matériel de 
départ pour obtenir de bons résultats (Vos et al., 1995). 
La même technique a été utilisée par Chen et al. (2001) pour étudier gènes de répression 
impliqués dans la pollinisation et la fertilisation du riz (Oryza sativa subsp, indica cv. Longtepu, 
étapes clés menant à la formation des semences et des fruits. Cette technique a permis de 
générer des profils de transcription liés à la pollinisation en montrant que sur 15000 fragments 
d’ADNc inspectés, 2100 ont montré une expression altérée dans le pistil pollinisé, dont environ 
1/5 sont régulée à la hausse et le reste réprimés.  
Simoes-Araujo et al. (2002) ont utilisé la technique du cDNA-AFLP dans l’étude des 
gènes différentiellement exprimés des nodules du niébé soumis à un traitement de choc 
thermique. Les profils d’expression obtenus ont montré environ 600 bandes, 55 régulée à la 
hausse et 9 correspondant à des gènes réprimés par le stress thermique. 
De même, la technique de l’ARN Fingerprinting réalisée par Huang et al. (2001) sur le 
manioc au cours de l’altération physiologique post-récolte pour comprendre son processus 
biologique, a révélé un motif clé de fragments différentiellement régulés. Ils ont dépisté plus 
de 6000 fragments dérivés transcrits avec 100 combinaisons d’amorces au début du processus 
d’altération physiologique post- récolte dans les racines du tubercule de manioc. On pense que 
si des lots appropriés de combinaisons d’enzymes de restriction sont choisies pour tous les 
ADNc dans un pool de matrice donné au cours de l’altération physiologique post- récolte, 
pratiquement la quasi-totalité des gènes virtuellement exprimés y compris les messages rares 
peuvent être détectées par cDNA-AFLP (Bachem et al., 1996).  
Vue la qualité des résultats de cette technique, cette étude sur l’igname Dioscorea 
rotundata a été calquée sur la méthode de l’ARN Fingerprinting des études de Bachem et al. 
(1996) et Huang et al. (2001) pour profiler les modèles de gènes différentiellement exprimés, 
et l’accumulation de protéines en utilisant la méthode SDS- PAGE au cours de la dormance de 
l’igname. 
 
31 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MATÉRIEL ET MÉTHODES 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
32 
I-MATERIEL  
 
I-1 Matériel Végétal 
 
Le matériel végétal, constitué de deux tubercules d’igname blanche non germés 
d’environ deux mois après récolte et un tubercule germé de Dioscorea rotundata, importés 
d’Afrique de l’Ouest a été achetés au marché tropical international (Honest Tropical Food) à 
Atlanta dans l’État de Géorgie. Dioscorea rotundata est un monocotylédone de forme variable, 
ovoïde, oblongue ou en forme de massue allongée. Cette espèce d’igname est originaire 
d’Afrique et est la plus cultivée de nos jours. 
 
I-2 Matériel technique, réactifs et solutions pour l’étude des protéines 
 
I-2-1 Appareillage 
Le Tableau II représente les matériels techniques utilisés pour l’expérimentation et 
l’amplification des gènes des protéines. 
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Tableau II : Matériels techniques utilisés pour l’étude des protéines 
 
 
 
 
 
 
 
 
Désignation Quantité Rôle 
Un couteau à précision 
(Bonjour, USA)  
1 Découpage des tubercules 
d’igname en tranche  
d’épaisseur égale. 
Boîtes de pétris de 150 x 25 mm 
(Fisher Scientific, USA).  
30 Boites d’incubation des 
tranches d’igname (3 lots de 
5 pour chaque igname)  
Une Chambre de croissance 
EGC-15 (Environmental Growth 
Chambers, Chagrin Falls, Ohio, 
USA) 
1 Incubation des échantillons 
dans les conditions 
expérimentales 
Un mixeur (Modèle 31BL91, 
WARING commercial, USA) 
1 Broyage des morceaux 
d’igname lyophilisés 
Une micro-centrifugeuse du type 
Beckman, AllegraTM 21R 
(Beckman Coulter, USA) 
1 Centrifugation des extraits 
de protéines totales et des 
acides nucléiques 
Un  Biophotomètre (Eppendorf, 
USA) 
1 Détermination de la 
concentration de l’extrait 
d’ARN et d’ADN 
Un thermocycleur (Eppendorf 
Mastercycler Nexus Thermal 
Cycler Eco, USA} 
1 Amplification des fragments 
d’ADN de l’igname 
Une électrophorèse 
(ThermoFisher Scientific, USA) 
1 Séparation sur gel des 
protéines totaux et l’ADN 
complémentaire synthétisé 
de l’igname 
Un thermocycleur de type PE-
9600 thermal cycler (Perkin 
Elmer Corp, Norwalk, CT, 
USA) 
1 Les réactions du 
polymorphisme de longueur 
des fragments amplifiés en 
anglais AFLP (amplified 
fragment-length 
polymorphism) 
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I-2-2 Produits chimiques et Réactifs 
 
Les produits chimiques et réactifs utilisés dans cette étude sont énumérés dans le Tableau III, 
IV et V. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
35 
Tableau III : Produits Chimiques et réactifs de l’extraction génétique  
 
 
Désignation Rôle 
 
Ethanol (Fisher Scientific, USA) L’éthanol à 75% a été utilisé pour éliminer les 
contaminants du genre protéines, lipides etc… 
Acétone (Fisher Scientific, USA) Serre à précipiter l’extrait brut des protéines de 
l’igname 
Azote liquide (Fisher Scientific, 
USA) 
Permet la congélation immédiate des tranches 
d’igname afin de les conserver à -80°C 
Polyvinylpyrrolidone (PVP) 
(Fisher Scientific, USA) 
Le PVP a pour rôle d’éliminer l'excès de 
glucides, polyphénols et mucilage 
Tris Borate EDTA (TBE) Fisher 
Scientific, USA  
Donne une claire résolution aux fragments de 
DNA dont les bandes apparaissent serrées et 
distinctes 
ARN later (Ambion INC, USA) Stabilise l’ARN pour éviter sa dégradation 
Tampon d’extraction des protéines 
(EB), Fisher Scientific (Tableau II) 
Détergent dont le rôle est de détruire la 
membrane cellulaire pour extraction l’ADN 
Colorant d’extraction (Dye), 
Fisher Scientific (Tableau II) 
Coloration des protéines pour la visualisation 
après l’électrophorèse 
Le Bleu de Coomassie Brillant 
(CBB) R-250 et le Bleu de 
Coomassie Brillant (CBB) G-250 
(Fisher Scientific) 
Colorant du gel pour visualiser les bandes 
d’ADN. 
 
Méthanol, Acide acétique glacial, 
d’eau stérile (Fisher Scientific, 
USA) 
Serre de solution à la coloration du gel quand on 
y ajoute le bleu de coomassie et de solution de 
décoloration du gel pour visualiser les bandes 
Ammonium persulfate (APS) et 
N,N,N’,N-
Tétramethylethylendiamine  
(TEMED) 
Ammonium Persulfate est un agent oxydant qui 
s’engrène avec le TEMED pour catalyser la 
polymérisation de l’acrylamide and bis-
acrylamide dont les concentrations déterminent 
la grosseur des pores du gel. 
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Tableau IV : Produits utilisés pour l’étude des protéines de Dioscorea rotundata sur  
l’électrophorèse 
 
 
 
                                                     Produits Concentrations 
 
 
 
Tampon d’extraction 
 
 
Tris-Hcl, pH7,5 50 mM 
EDTA 50 mM 
DTT 5 mM 
Triton X-100 0,3 % 
Ascorbate de sodium 0,3 % 
PMSF 0,19 mg/mL 
 
 
Colorant d’extraction 
 
 
Tris-HCl, pH 6,8 187,5 mM 
SDS 6 % 
Glycérol 30 % 
Bleu de Bromophénol 0,03 % (p/v) 
DTT 1,25 mM 
 
Gel de séparation 14 % 
(poids/volume) 
Mélange d’Acrylamide/Bis-Acrylamide 30 % 
Tris pH 8,8 1,5 M 
SDS 10 % 
APS-TEMED 10 % 
 
Gel de focalisation 
3,99%  
(poids/volume) 
Mélange d’acrylamide/Bis-Acrylamide 30 % 
Tris pH 6,8 1 M 
SDS 10 % 
APS-TEMED 10 % 
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Tableau V : Produits des Kits d’isolation d’ARN « Promega SV Total RNA » et le kit 
« Promega Access RT-PCR » (Promega Corp.) utilisés pour l’étude des 
protéines de Dioscorea rotundata  
 
Kits Produits Concentration 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Promega SV 
Total ARN 
β-mercaptoethanol (BME) 97.4 % 
Tampon de lyse d’ARN Pour un flacon de 10 préparations, 
ajouter 100 µL of BME a 10 mL 
Tampon de lyse d’ARN 
Tampon de dilution d’ARN (Tampon 
Blue) 
 
DNase I (lyophilisé) Mélange eau sans nucléase au DNase I 
selon les indications sur le flacon 
MnCl2  0.09M 
Tampon de core jaune  
Solution de DNase stop (concentrée) Ajouter 8 mL de 95% éthanol à la 5.3 
mL de DNase Stop concentré  
Solution de lavage d’ARN (concentrée) 
 
Pour un flacon de 10 préparations, 
ajouter  20 mL of 95% éthanol a 11.8 
mL de solution de lavage ARN 
concentrée 
Eau sans nucléase   
 
 
 
 
 
 
 
 
Promega 
Access RT-
PCR 
AMV (Avian Myeloblastosis Virus) 
Reverse Transcriptase 
5 U/µL 
Tfl (Thermus flavus) DNA Polymérase  5 U/µL 
AMV/Tfl 5X tampon de réaction   
MgSO4 25 mM  
Mélange de nucléotides (dNTP : dATP, 
dCTP, dGTP et dTTP)  
10 mM chacun  
Control positive de l’ARN avec un site 
porteur  
1,25 attomoles/µL : 1,25 10-18 
moles/µL)  
Amorce sens qui s’hybride avec sa 
séquence complémentaire sur le brin 
anti-sens 
15 µM 
Amorce anti-sens se liant quant à elle 
au brin sens  
15 µM 
Eau sans nucléase   
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Les séquences des amorces utilisées pour amplifier les fragments d’ADN differenntiellements 
transcrits sont présentées dans les tableaux Tableau VI et Tableau VII. 
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Tableau VI : Combinaisons d’amorces à trois bases EcoR I/trois bases Mse I utilisées pour 
l’amplification des fragments de restriction 
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Tableau VII : Combinaisons d’amorces à deux bases EcoR I/trois bases Mse I utilisées pour 
l’amplification des fragments de restriction 
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II METHODES 
 
II-1 Prétraitement des ignames 
 
Les deux tubercules achetés, Igname I (YI) et Igname II (YII) et le tubercule germé (IG) 
sains ont été minutieusement choisis. Ces tubercules ont été abondamment lavés avec de l'eau 
du robinet et leurs surfaces désinfectées avec de l'éthanol à 75 % pendant 5 minutes. Ils ont été 
enfin rincés à l'eau pure sans RNase. Les ignames épluchées ont été finalement traités avec de 
l'ARN Later, un réactif pour stabiliser et protéger l'ARN cellulaire afin de prévenir la 
dégradation des ARNs durant l’expérimentation. Toutes les expériences ont été réalisées en 
absence de RNase/DNase. 
 
II-2 Échantillonnage des ignames 
 
Un couteau à précision a été utilisé pour couper trois tranches de 10 mm à l’extrémité 
proximale de chaque tubercule. Les tranches ont été placées dans des boîtes de Pétri (150 x 25 
mm) pour incubation (Figure 7) pour des analyses ultérieures. La section proximale des 
ignames a été choisie pour réaliser cette étude sur la base des études d’Irlande et Passam 
(1984) indiquant que les enzymes batatasins, induisant la dormance dans le tubercule d’igname, 
sont plus élevés dans l'extrémité proximale que dans les parties distales et du milieu.  
 
II-3 Simulation de l’igname post-récolte 
 
Les échantillons couverts dans des boîtes de Pétri ont été incubés dans une chambre de 
croissance EGC-15 (Environmental Growth Chambers, Chagrin Falls, Ohio) pendant 0, 2, 4, 7, 
et 15 jours à 32 °C ± 2 °C, 50 % ± 5 % d'humidité relative et une photopériode de 12/12 h grâce 
à des lampes incandescentes pour stimuler les conditions subtropicales et tropicales post-
récolte. Les échantillons d’igname germée ont été utilisés comme référence de fin de dormance 
au jour 0.  
Les échantillons ont été immédiatement congelés dans de l’azote liquide et conservés à 
- 80°C au fur et à mesure de leur terme d’incubation. Les disques d’igname congelés dans des 
boîtes de Pétris ont été lyophilisés et broyées en poudre fine avec un mixeur (modèle 31BL91, 
WARING commercial, USA) pendant 30 secondes et stockés à 8°C pour des analyses 
enzymatiques subséquentes des protéines et d’extraction d'ARN. 
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Figure 7 : Représentation schématique des boîtes de pétri contenant des tranches d'igname. 
Seules les quatre dernières boites de pétri ont été incubées dans la chambre de 
croissance respectivement pendant 2, 4, 7, et 15 jours. 
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II-4 Étude des protéines totales 
 
II-4-1 Extraction des protéines Totales 
 
Les protéines totales ont été extraites des échantillons d'igname selon le procédé 
d’Egnin et Prakash (1997). Ainsi, 1 mL de tampon d'extraction a été ajouté et bien mélangé à 
150 mg de chaque poudre igname dans une microcentrifugeuse tube de 2 mL. Les échantillons 
ont été soumis à trois cycles successifs de gel-dégel à -70 ˚C pendant 10 minutes et à une 
température ambiante de 21-25 ˚C. Les échantillons ont été centrifugés à une vitesse maximale 
de 14000 rpm (Beckman, AllegraTM 21R, USA) pendant 10 minutes à 4 ˚C et le surnageant a 
été par la suite transféré dans un nouveau tube stérile et étiqueté comme extrait brut.  
Trois cents microlitres (300 μL) d'extrait brut ont été précipités avec 1200 µL d'acétone 
glacé, incubés sur glace pendant 20 minutes et centrifugés à une vitesse maximale de 14000 
rpm pendant 15 minutes. Le surnageant est éliminé à l’aide une pompe à vide et le culot est 
dissout dans 80 µL de tampon d'extraction (EB) dilué au 1/3. Les extraits de protéines totaux 
ont été analysés sur gel SDS-PAGE. 
 
II-4-2 Électrophorèse sur gel de polyacrylamide et coloration au Bleu de 
Coomassie  
 
Dans cette étude, l’électrophorèse sur gel en gradient dénaturant a été utilisé pour la 
séparation des protéines où l’agent dénaturant est le sodium dodecyl sulfate (SDS). 
En effet, 10 μL de 3X SDS de dye, colorant d’extraction (Tableau IV) ont été ajoutés à 20 µL 
de chaque échantillon d’extrait de protéine. L’ensemble a été bien mélangé et rassemblé au 
fond du tube après une brève centrifugation pendant 30 secondes. Les échantillons ont été 
incubés à 70˚C pendant 10 min, refroidis sur de la glace pendant 5 min puis rassemblé au fond 
du tube par une brève centrifugation pendant 30 secondes. Les tubes contenant ces échantillons 
ont été placés dans un bac de glace. L’électrophorèse sur un gel polyacrylamide à 14 % SDS-
PAGE (Tableau IV) a été réalisée à une tension constante de 150 V pendant 2 heures. 
Après électrophorèse, le gel a été coloré avec 0,1 % de bleu de Coomassie Brillant 
(CBB) R-250 et 0,01 % CBB G-250 dans une solution de 40 % de méthanol, 10 % d’acide 
acétique glacial et 50 % d’eau pendant 30 min pour visualiser les bandes. Le gel a été ensuite 
trempé pendant 2 heures et sous agitation dans une solution de décoloration constituée de 
30% méthanol, 10 % d'acide acétique glacial et 60 % d'eau stérile. Le solvant de décoloration 
a été changé plusieurs fois jusqu’à décoloration complète de la matrix du gel, c’est à dire 
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élimination du SDS de la matrix. La photo du gel a été enfin prise à l’aide d’un appareil 
photo de type « FOTODYNE® UV Transilluminator/Digital Camera System » qui est aussi 
un  excellent système pour la visualisation et la photographie numérique de l'ADN séparé 
par électrophorèse sur gel. Le transilluminateur UV émet une lumière UV à 300 nm, 
optimale pour l'ADN fluorescent coloré au bromure d'éthidium. 
 
II-5 Étude de longueur de fragments amplifiés de l’igname 
 
 La méthode de DNA fingerprinting de Peter Vos (1995) a été utilisée dans cette d’étude 
à la différence que le polyvinylpyrrolidone a été ajouté à la solution de tampon de lyse des 
cellules de l’igname. 
 
II-5-1 Extraction des acides ribonucléiques totaux 
 
L'ARN total a été isolé à partir de poudre d'igname à l'aide du Kit d'isolation d'ARN 
« Promega SV Total RNA, USA ». Une étape supplémentaire de centrifugation a été ajoutée au 
protocole d’extraction de l’ARN total après addition de 2% de polyvinylpyrrolidone (PVP) au 
tampon de lyse des cellules. L’addition du PVP a pour but d’éliminer l'excès de glucides, 
polyphénols et mucilage avant de procéder à l'étape de dilution du tampon. 
Soixante-quinze mg de chaque échantillon ont été mélangés à 1,25 mL de tampon de 
lyse d’ARN contenant 2 % de PVP dans un tube de microcentrifugeuse de 2 mL et centrifugé 
à la vitesse maximale de 14000 rpm pendant 3 min dans une microcentrifugeuse Beckman 
Coulter (AllegraTM 21R, USA). Puis 200 µL du surnageant ont été transférés dans un tube 
propre et 400 µL de tampon de dilution ont été ajoutés et mélangés par inversion. Le mélange 
a été chauffé à 70 °C pendant 3 min, pour une récupération optimale de l'ARN total et centrifugé 
à 14000 rpm pendant 10 min.  
Par la suite le surnageant a été transféré dans un nouveau tube stérile de 
microcentrifugeuse sans ARN par pipetage pour éviter de perturber le culot. Un volume de 
228,6 µL d'éthanol à 95% a été ajouté au surnageant et mélangé par pipetage. Le mélange a été 
soigneusement transféré dans une colonne de microcentrifugeuse collectée à un tube de 
collection, puis centrifugé à 13000 rpm pendant 1 min. Le tube de collection est vidé de son 
contenu après centrifugation, et 600 µL de solution de lavage SV ARN sont ajoutés à 
l'assemblage de colonne et centrifugés à nouveau 13000 rpm pendant 1 min. Le tube de 
collection est vidé à nouveau, puis placé sur un rack. Cinquante microlitres de solution froide 
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de DNase I contenant 40 µL de tampon de base jaune (Yellow Core Buffer), 5 µL (0,09 M 
MnCl2) et 5 µL de DNase I ont été appliquées directement sur la surface de la membrane à 
l'intérieur du panier d'essorage de l’assemblage de colonne et incubées à 25°C pendant 15 min.  
Deux cents microlitres de solution d'arrêt SV DNase sont ajoutés directement pour 
couvrir la toute la surface de la membrane du panier d’essorage contenant les échantillons et 
centrifugés à 13000 rpm pendant 1 min. Environ 600 µL de solution de lavage SV RNA y ont 
été ensuite ajoutés et l’ensemble centrifugé à 14000 rpm pendant 1 min ; 250 µL de SV RNA 
(solution de lavage) ont été ajoutés à nouveau et centrifugés à une vitesse maximale (15000 
rpm) pendant 2 min. Il est à noter qu’à chaque addition de solution et centrifugation, le tube de 
collection a été vidé avant de procéder à l'étape suivante. L'ARN total a été recueilli dans un 
tube propre de microcentrifugeuse sans RNase avec 70 µL d'eau sans nucléase après 10 min 
d'incubation suivi d’une microcentrifugation à 13000 rpm pendant 1 min.  
Vingt microlitres de l'ARN total isolé de chaque échantillon ont été analysés sur un gel 
d'agarose 1 % pour évaluer la qualité. La concentration de l'ARN de chaque échantillon a été 
déterminée avec un Biophotomètre Eppendorf, USA. Le rapport entre l’absorbance à 260 nm 
et l’absorbance à 280 nm donne une idée de la qualité de l'ARN (Sambrook et al., 1989). 
L’extrait d’ARN total obtenu a été soumis à une réaction de RT-PCR pour la synthèse de l’ADN 
complémentaire. 
 
II-5-2 Synthèse de l’Acide désoxyribonucléique complémentaire 
  
L’ADN complémentaire (ADNc) a été généré à partir de l'ARN total de l'igname en 
utilisant un kit « Promega Access RT-PCR » (Promega Corp, USA.), combinant la transcription 
inverse et la Réaction de Chaine Polymérase dans un même tube et en ciblant spécifiquement 
les ARNm contenus dans l’ARN total selon les instructions du fabricant. 
Un mélange réactionnel a été préparé selon les volumes des réactifs du tableau ci-
dessous (Tableau VIII). 
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Tableau VIII : Composition du mélange réactionnel pour la synthèse de l’ADN 
complémentaire 
 
 
Réactifs Volume Concentration 
Eau sans nucléase 7 µL  
Tampon de réaction (AMV/Tfl5X) 10 µL 1X 
Mélange de nucléotides (dNTPs) 1.2 µL 10 mM de chaque nucléotide 
Amorce (sens) 3,4 µL 50 pmoles 
Amorce (anti-sens) 3,4 µL 50 pmoles 
MgSO4 2 µL 25 mM 
Transcriptase inverse (AMV) 1,5 µL 5u/µL 
Tfl ADN polymérase 1,5 µL 5u/µL 
Échantillon d’ARN ou Control 20 µL  
Volume final 50 µL  
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Trente microlitres (30 µL) de ce mélange réactionnel ont été transférés dans  six tubes de PCR 
et 20 µL d'échantillon d'ARN extrait des échantillons d’igname préalablement incubés pendant 
0, 2, 4, 7, 15 jours et de l’igname germée y ont été ajoutés puis centrifugé brièvement à 14000 
rpm pendant 30 secondes. Le mélange réactionnel final ainsi obtenu de chaque échantillon a 
été soumis à une réaction de RT-PCR conformément aux instructions du fabricant selon le 
programme du Tableau IX. 
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Tableau IX : Programme de l’amplification de l’ADNc 
 
 
 
 
 
 
  
Synthèse du premier brin de l’ADNc 
 
1 cycle 
48 °C pendant 45 minutes Transcriptase inverse 
 
↓ 
 
1 cycle 
94 °C pendant 2 minutes Inactivation d’AMV Reverse-Transcriptase 
Dénaturation de l’amorce ARN/ADNc 
↓ 
Synthèse du second brin et amplification par PCR 
 
 
40 
cycles 
94 °C pendant 30 secondes Dénaturation 
 
60 °C pendant 1minutes Hybridation 
 
68 °C pendant 2 minutes Extension 
 
1 cycle 68 °C pendant 7 minutes Extension finale 
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20 µL du produit de la RT-PCR ont été visualisés après électrophorèse sur un gel d’agarose de 
1,5 % et la concentration de l’ADNc obtenue a été mesurée au spectrophotomètre 
(Biophotomètre Eppendorf, USA). 
 
II-5-3 Polymorphisme de longueur de fragments de amplifiés 
 
L’ARN fingerprinting a été réalisé en utilisant les kits « AFLPTM Analysis System I » à 
trois nucléotides sélectifs de l’enzyme EcoR I, trois autres nucléotides de Mse I d’amorces sens 
et le « AFLPTM Analysis System II » à deux nucléotides sélectifs de l’enzyme EcoR I, trois 
autres nucléotides de Mse I d’amorces sens pour régénérer les gènes différentiellement 
exprimés en trois étapes selon le protocole du fabricant avec les modifications suivantes :  
 - 500 ng de l'échantillon d'ADNc ont été utilisés pour effectuer la réaction de cDNA-AFLP,  
- l’étape de dilution (1 : 50) après la réaction de pré-amplification a été supprimée en raison de 
la concentration de l’ADNc, 
- l’étape du marquage radioactif de l’amorce a aussi été supprimée. 
Malgré cette modification, la méthode de RNA fingerprinting s’est effectuée en trois étapes. 
 
II-5-3-1 Digestion du cDNA par deux endonucléases de restriction 
 
La digestion du cDNA a été réalisée pendant 2h à 37 °C avec deux enzymes de 
restriction à la fois, EcoR I qui est la première enzyme isolée de la souche RY13 de l’espèce 
Escherichia coli et Mse I isolée de l’espèce de Micrococcus sp., suivie immédiatement de la 
ligature des produits de la digestion à la double chaîne d’adaptateur d’EcoR I et Mse I selon la 
procédure de l’AFLP GIBCOBRL.  
Adaptateur EcoR I : 5’- CTCGTAGACTGCGTACC-3’ 
        3’- CATCTGACGCATGGTTAA-5’ 
Adaptateur Mse I : 5’- GACGATGAGTCCTGAG-3’ 
             3’-TACTCAGGACTCAT-5’ 
En effet, la digestion de l’ADNc a été réalisée en mélangeant dans un tube stérile de 
PCR de 0,2 mL, 5 µL de 5X Tampon de réaction, 5 µL de 500 ng/µL d'ADNc, 2 µL de EcoR 
I/Mse l, pour un volume réactionnel final de 25 µL avec de l’eau distillée. Le contenu a été 
mélangé au vortex pendant 2 secondes, suivi d’une brève centrifugation de 30 secondes à 13000 
rpm. Le mélange a été incubé pendant 2 h à 37 °C. 
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Une seconde incubation a été faite à 70 °C pendant 15 minutes pour inactiver les 
endonucléases de restriction. Le tube contenant le mélange a été placé sur la glace après une 
brève centrifugation à 13000 rpm pendant 30 secondes. 
Le tube témoin contenant 5 µL de tampon 5X, 2,5 µL de 250 ng/μL d’ADNc 
d'Arabidopsis, 2 µL de EcoR I/Mse l et 15,5 µL d'eau distillée a été traité dans les mêmes 
conditions que pour les échantillons.  
Des adaptateurs de séquences bien connues et spécifiques aux enzymes de restriction 
EcoR I et Mse I ont été immédiatement ajoutés dans le tube de digestion pour effectuer une 
ligature préférentielle des adaptateurs aux extrémités des fragments de restriction EcoR I/Mse 
l issus de la digestion afin de générer une matrice pour l’amplification au lieu des fragments 
EcoR I/ EcoR I et Mse I/Mse l. Ainsi dans cette étude 24 μL de solution d’adaptateur de ligature 
et 1 μL de T4 d'ADN ligase ont été ajoutés au tube de digestion. Le contenu du tube a été incubé 
à 20 °C ± 2 °C pendant 2 heures après une brève centrifugation de 30 secondes à 13000 rpm 
pour rassembler toute la solution au fond du tube. 
Le mélange de la ligature a été par la suite dilué au dixième (1:10) avec une solution 
tampon TE (utilisée par la suite pour les réactions d'amplification de l’AFLP). 
 
II-5-3-2 Amplification des fragments de restriction  
 
La première amplification a été réalisée à l’aide d’amorces de séquences 
complémentaires aux séquences des adaptateurs et des sites de restriction. Vingt cycles de PCR 
(94 ºC à 30 sec, 56 ºC à 60 sec et 72 ºC à 60 sec) de fragments de ADNc (ADN génomique) ont 
été effectuées à l'aide d'un mélange contenant 5,6 µL de matrice d’ADNc dilué à partir de 
mélange de ligature, 40 µL de mélange d’amorces de pré-amplifications composés d’une paire 
d’amorce sélectionnée de Mse I contenant un nucléotide sélectionné Mse I + C (5′-
GATGAGTCCTGAGTAAC-3′) et une amorce sélectionnée d’EcoR I contenant aussi un 
nucléotide sélectionné EcoR I + A (5′-GACTGCGTACCAATTCA-3′) pour l’AFLP® System 
Analysis I et une paire d’amorce sélectionnée composée d’une amorce Mse I contenant un 
nucléotide sélectionné Mse I + C (5′-GATGAGTCCTGAGTAAC-3′) et une amorce 
sélectionnée d’EcoR I sans nucléotide EcoR I + 0 (5′-GACTGCGTACCAATTC-3′) pour 
l’AFLP® System Analysis II,  5 µL de tampon 10X PCR plus Mg et 0.4 µL de 5 unités/µL 
d'ADN polymérase Taq.  
Les produits de PCR issus de la réaction de pré-amplification sont dilués et sont utilisés 
comme matrice pour l’amplification. Cette deuxième amplification est une amplification 
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sélective utilisant des amorces identiques à celles utilisées de la pré-amplification mais 
prolongées à l’extrémité 3’ par trois nucléotides sélectionnés de Mse I+3 (5′-
GATGAGTCCTGAGTAANNN-3′) et trois nucléotides sélectionnés d’EcoR I+3 (5′-
GACTGCGTACCAATTCNNN-3′) pour l’AFLP® System Analysis I et  trois nucléotides 
sélectionnés Mse I+3 (5′-GATGAGTCCTGAGTAANNN-3′) et deux nucléotides sélectionnés 
d’EcoR I+2 (5′-GACTGCGTACCAATTCNN-3′) pour l’AFLP® System Analysis II. N 
représente les nucléotides A, C, G ou T. 
L’amplification sélective a été effectuée en utilisant EcoR I et Mse I amorces de l’AFLP 
Systèmes I et II avec des paires de nucléotides sélectionnées (Tableaux VI et VII).    
 L'amplification sélective a été effectuée en mélangeant dans un micro-tube de 0,2 mL, 
5 µL de chaque matrice d'ADNc issue de la pré-amplification, 5 µL d'une mixture (5 µL 
d'amorce d’EcoR 1 et 45 µL d’amorce de Mse 1) de paires d'amorces sélectives du système 
AFLP I ou II contenant des dNTPs et 10 µL de mixture contenant 79 µL d'eau distillée, 20 µL 
de solution tampon 10X pour PCR plus du Mg et 1 µL de 5 unités/μL d'ADN polymérase Taq. 
 Chaque « Touchdown » PCR de 13 cycles a été effectué pendant 30 sec à 94°C, 30 sec 
à 65 ºC, 60 sec à 72 ºC [- 0,7 ºC/cycle] et 23 cycles of sélective amplification de 30 sec à 94 ºC, 
30 sec à 56 ºC et 60 sec à 72 ºC pour chaque cycle.  
Les fragments amplifiés révélés par la combinaison d’enzyme de restriction/amorce ont 
été séparés en fonction de leurs tailles sur un gel séquentiel de polyacrylamide dénaturant à 6 
% à 300 V pendant environ 2 heures et visualisés par coloration au nitrate d’argent. 
 
II-5-3-3 Électrophorèse sur gel et coloration au nitrate d'argent 
 
Les produits des réactions de PCR, les fragments amplifiés, ont été visualisées par 
électrophorèse sur des gels d’acrylamide et les fragments d’ADN ont été révélés grâce à la 
technique de coloration au nitrate d’argent.  
En effet, 20 µL d'échantillon (solution de fragments amplifiés) d’AFLP ont été 
dénaturés à 90°C pendant 3 minutes et immédiatement refroidis par immersion dans un seau de 
glace. Quatre microlitres de colorant formamide (9,8 mL de formamide, 0,2 mL de 0,5 M 
d'EDTA, 5 mg de Bleu de Bromophénol et 5 mg de cyanol xylène dans 100 mL d’eau pure) ont 
été ajoutés à chaque échantillon d’AFLP. Les échantillons ont été soumis à un gel de 
polyacrylamide à 6 % (90 mL d'acrylamide 40 % / Bis (19:1), 60 mL de TBE 10X, 252 g d'urée 
et 600 mL de ddH2O, 150 µL de l'APS et 15 µL de TEMED) (Sambrook et al., 1989 ; Simoes-
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Araujo et al., 2002), sous une tension constante de 300 V pendant 2 heures après au moins 1 
heure de polymérisation et 30 minutes de pré-rodage.  
La méthode de coloration au nitrate d’argent de Bassam et al. (1991) modifié par Lui, 
Prakash et Jarret (1995) a été utilisée pour visualiser les fragments différentiellement exprimés 
sur des gels séquentiels polyacrylamide dénaturés. La plaque d'électrophorèse avec le gel 
attaché, a été placée dans un Bac à 7,5 % d'acide acétique pendant 15 minutes sous agitation 
modérée pour arrêter la réaction, puis rincée 2 fois avec de l’eau pure  pendant 2 minutes. Le 
gel lavé a été placé dans un bac avec une solution d'argent pendant 20 minutes sous agitation 
modérée. Le gel a été retiré de la solution de nitrate d'argent, rincés à l'eau pendant 10 secondes 
et immédiatement placé dans une solution glacée de révélation jusqu'à ce que les bandes soient 
visibles. Le gel avec les bandes clairement visibles a été alors transféré dans la solution d'acide 
acétique pour arrêter la réaction. La plaque contenant le gel a été placée dans un bac contenant 
4 % de NaOH et agitée lentement jusqu'à ce que le gel se détache de la plaque de verre. Le gel 
lavé avec de l'eau a été transféré sur du papier Whatman 3 MM, séché et scanné pour un 
dépistage moléculaire. 
 
II-6  Analyses des données  
 
Dans cette étude, la teneur en protéines de l’igname a été analysé sur un gel SDS- PAGE 
et l’expression des gènes à différents temps (0, 2, 4, 7, 15 jours) au cours de la dormance de 
l’igname. Les fragments dérivés transcrits générés par cDNA-AFLP ont révélé une expression 
d’empreintes en fonction des paires de combinaisons d’amorces utilisées. Les différents 
fragments transcrits exprimés au cours de la dormance de l’igname pendant un temps donné 
ont été comparé et compté.   
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RESULTATS ET DISCUSSION 
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I RÉSULTATS 
 
I-1Analyse des protéines totales 
 
L’analyse des gels SDS-PAGE de l’extrait de Dioscorea rotundata incubé aux jours 0, 
2, 4, 7, et 15 a montré un profil de bandes. Ces bandes présentent une augmentation légère au 
cours des 15 jours d’incubation par rapport au témoin au jour 0. 
Le profil de bande de l’igname germée a révélé une légère décroissance (Figure 8). 
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Figure 8 : Analyse des protéines totales purifiées par SDS-PAGE 
 
Panneau A : Profil des protéines de YI 
Panneau B : Profil des protéines de YII  
M : Marqueur 
 
IG : Igname germée  
D : Dioscorine 
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I-2 Analyse de l'ARN total 
 
L'ARN total a été isolé des tubercules d'igname pour la synthèse d'ADNc. Ainsi l'ARN 
total séparé sur une matrice de gel d'agarose à 1% a présenté deux distinctes et visibles bandes 
de l'ARN : Une grosse bande (28S) et une petite bande (18S).  
L’ARN total isolé en ajoutant 2% de PVP à l’extraction a donné une concentration de 
817 ng/L avec une absorbance relative A260/A280 de 1,85 alors que celui extrait sans PVP a 
présenté une concentration de 299,2 ng/μL avec une absorbance relative A260/A280 égale à 1,43. 
En suivant la procédure de l’isolation de l’ARN avec le kit « SV Total RNA Isolation System » 
la pureté de L’ARN isolé doit se situer dans un intervalle d’absorbance relative A260/A280 de 
1,7 à 2,1.  L’extraction de l'ARN sans PVP a donné des bandes diffuses de la grande et la petite 
sous-unité de l'ARN (Figure 9). 
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Figure 9 : L’ARN total isolé à partir du tubercule d’igname sur gel d'agarose.  
 
Les flèches indiquent 28S et 18S qui sont respectivement les grandes et les petites sous-
unités de l'ARN des échantillons YI et  YII. 
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I-3 Analyse des ADNc générés à partir D'ARNm 
 
  L'ADNc des ignames I et II synthétisé par la réaction de transcription inverse-PCR a 
donné au biophotomètre une concentration de 1307,8 ng/μL avec une absorbance relative  
A260/A280 égale à 1,76. Cet ADNc a été visualisé en électrophorèse sur un gel d'agarose à 1 % 
et à 1,5 % pour évaluer sa qualité et la concentration du gel approprié.  
En définitive, l’ADNc a montré un spectre de bandes appropriées avec une meilleure 
résolution avec le gel à 1,5 % (Figure 10). 
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Figure 10 : Comparaison de l’ADNc généré à partir de l'ARN total de l'igname I et II dans les 
mêmes conditions expérimentales afin de déterminer la concentration de gel 
d’agarose à meilleurs résolution. 
 
Panneau A : ADNc de YI visualisé sur un gel d’agarose à 1 %.  
Panneau B : ADNc de YII visualisé sur un gel d'agarose à 1,5 % 
 
CR : Positif Contrôle du kit « Promega Access RT-PCR » 
  
Panneau A 
Panneau B 
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I-4 Expression du profil de l’igname  
 
Dix-neuf combinaisons de paires d'amorces de nucléotides sélectionnés ont exprimé des 
fragments différentiellement transcrits, EcoR I-AA/Mse I-CAG ; EcoR I-AG/Mse I-CTA ; 
EcoR I-AG/Mse I-CTG, etc. (Tableau X).  
Toutefois, 5 modèles des 19 ont été obtenus avec une sélection de 5 différentes 
combinaisons de paires d'amorces reproductibles et représentatives des autres. 
Au cours des 5 jours précis d’incubation aucun fragment différentiellement transcrit n’a 
été détecté dans les empreintes du cDNA-AFLP de l'igname I avec la combinaison de la paire 
d'amorces E-TC/M-CTC (Figure 11). 
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Tableau X : Répartition des résultats issus de combinaisons d’amorces EcoR I/Mse I utilisées 
pour le polymorphisme de longueur de fragments amplifiés. 
 
 
 
 
Note : + = Réaction positive avec une combinaison de nucléotides sélectionnés d'amorces 
EcoR I/Mse I 
 
nd : Non Détecté 
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Figure 11 : Expression du profil des fragments transcrits d'ADNc-AFLP d'ARN messager des 
ignames I et II utilisant la combinaison de paire d'amorces E-TC/M-CTC. 
   
M : Marqueur en paire de bases 
 
YI : Igname I  
IG : Igname germée 
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Des motifs des bandes de YI et YII sont apparus avec les sélections de bases d’amorce 
à deux nucléotides  EcoR I et de base d’amorce à trois nucléotides  Mse l du cDNA-AFLP, E-
AA/M-CAG, E -TG/M-CTG, et E-AG/M-CAT (Figures 12 à 16).  
Ces résultats ont tous présenté un motif de bandes de régulations au cours des 15 jours 
d’incubation. Les empreintes du cDNA-AFLP ont montré des motifs de bandes de différentes 
tailles. L’igname I (YI) et l’igname II (YII) dans la Figure 12 avec la paire d’amorce E-AA/M-
CAG ont montré deux épaisses et visibles bandes de fragments différentiellement transcrits 
pour YI entre 6000 et 8000 bp, et entre 2500 et 3000 bp au jour 0 et deux épaisses et visibles 
bandes de fragments entre 4000 et 5000 bp, puis 1000 et 2000 bp pour YII. Au cours des 15 
jours d’incubation ces bandes de fragments ont montré une réduction d’expression induite 
(flèche a). Les bandes d'expression induite accrue (flèche b) sont apparues dans l’igname YI et 
YII  au jour 7 de l’incubation, pendant que l’expression transitoire des bandes (flèche d) s’est  
déclenchée lors de l'incubation. 
Les motifs d’empreintes du cDNA - AFLP des ignames YI et YII de la Figure 14 ont 
montré à peu près les mêmes profils de bandes de différentes tailles. Deux épaisses et visibles 
bandes de fragments différentiellement transcrits ont été observés au jour 0 entre 5000 et 6000 
bp, puis 3000 et 4000 bp et une autre bande au jour 2 autour de 3000 bp présentant par la suite 
une expression induite réduite. L'igname germée quant à elle, a montré une épaisse bande de 
fragment différentiellement transcrit autour de 3000 bp. 
La combinaison d’amorce E-AG/M-CAT dans la Figure 16 a montré de différents 
motifs de bandes pour l’igname YI et YII. Les deux plus épaisses bandes autour de 4.200 bp 
et 1.800 bp au jour 0 ont montré une réduction de l’expression induite de fragments 
différentiels transcrits pour l’igname I. Deux autres épaisses bandes de fragments différentiels 
transcrits ont montré une augmentation de l'expression induite au cours des 15 jours au environ 
de 4 800  bp et de 8000 bp en taille. Le motif de bandes de fragments différentiels transcrits 
de l’igname II, comme le montre la Figure 16, a révélé une augmentation de l'expression 
induite avec des fragments de tailles allant de 5000 à 8000 bp. L'expression induite était la 
plus forte au-delà de 15 jours. La combinaison d’amorce sélectif E-AG/M-CAT a révélé une 
bande de l’expression de gènes au environ de 3000 bp dans l’igname germée.  
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Figure 12 : Expression du profil des fragments transcrits d'ADNc-AFLP d'ARN messager des 
ignames I et II utilisant la combinaison de paire d'amorces E-AA/M-CAG. 
 
Flèche a : Expression induite décroissante.  
Flèche b : Expression induite accrue 
Flèche d : Expression transitoire 
 
M : Marqueur base paire 
 
YI : Igname I 
YII : Igname II 
IG : Igname germée 
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Figure 13 : Expression schématique élaborée à l’aide « Microsoft Word Hand Free Drawing 
» de l’ADNc-AFLP d'ARN messager des ignames I et II utilisant la combinaison 
de paire d'amorces E-AA/M-CAG. 
 
Flèche a : Expression induite décroissante.  
Flèche b : Expression induite accrue 
Flèche d : Expression transitoire 
 
M : Marqueur base paire 
 
YI : Igname I 
YII : Igname II 
IG : Igname germée 
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Figure 14 : Expression du profil des fragments transcrits d'ADNc-AFLP d'ARN messager des 
ignames I et II utilisant la combinaison de paire d'amorces E-TG/M-CTG. 
  
  
Flèche a: Expression induite décroissante   
Flèche b: Expression induite accrue  
Flèche d: Expression transitoire  
 
M : Marqueur base paire  
 
YI : Igname I  
YII : Igname II 
IG : igname germée 
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Figure 15 : Expression schématique élaborée à l’aide « Microsoft Word Hand Free Drawing 
» de l’ADNc-AFLP d'ARN messager des ignames I et II utilisant la combinaison 
de paire d'amorces E-TG/M-CTG. 
 
Flèche a: Expression induite décroissante   
Flèche b: Expression induite accrue  
Flèche d: Expression transitoire  
 
M : marqueur base paire  
 
YI : igname I  
YII : igname II 
  IG : igname germée 
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Figure 16 : Expression du profil des fragments transcrits d'ADNc-AFLP d'ARN messager des 
ignames I et II utilisant la combinaison de paire d'amorces E-AG/M-CAT. 
  
Flèche a : Expression induite décroissante   
Flèche b : Expression induite accrue 
Flèche c: Expression induite constitutive 
 
M : Marqueur base paire  
 
YI : Igname I 
YII : Igname II 
  IG : Igname germée 
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Figure 17 : Expression schématique élaborée à l’aide « Microsoft Word Hand Free Drawing 
» de l’ADNc-AFLP d'ARN messager des ignames I et II utilisant la combinaison 
de paire d'amorces E-AG/M-CAT.  
 
Flèche a : Expression induite décroissante   
Flèche b : Expression induite accrue 
Flèche c: Expression induite constitutive 
 
M : Marqueur base paire  
 
YI : Igname I 
YII : Igname II  
  IG : Igname germée 
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Les motifs d'expression présentés par les bandes de l’ADNc-AFLP avec les 
combinaisons de paires d'amorces à deux bases EcoR I et trois bases Mse I, E-AA/M-CAG, E-
TG/M-CTG et E-AG/M-CAT ont montrés diverses expressions au cours des 15 jours 
d’incubation. Un total de 15 visibles bandes (5%) ont montré une expression réduite constante 
(flèche a), 25 bandes (8 %) une accrue constante (flèche b), 9 bandes (3 %) une expression 
transitoire, et 268 bandes (84 %) une expression constitutive (Les Figures 12, 14 et 16). Par 
conséquent, 16 % de fragments différentiels transcrits sont différentiellement régulés et 84 % 
sont exprimés de manière constitutive. 
Les motifs de fragments différentiels transcrits obtenus par la méthode de cDNA-AFLP 
dans les ignames I et II utilisant les paires d’amorces sélectives contenant trois nucléotides 
EcoR I et trois nucléotides Mse I, comme E-ACG/M-CTG et E-ACT/M-CTT sont présentés 
dans les Figures 18 et 20. Ils ont tous montré différents profils de bandes.  
Pour les deux ignames I et II, des épais fragments différentiels transcrits visibles sont 
aussi présents au-dessus de 10.000 bp, et l'extrémité inférieure du gel est en dessous 750 bp. 
Un total de 176 fragments différentiels transcrits des ignames I et II sont apparus au cours des 
15 jours d’incubation dans la Figure 18. Vingt-un (12 %)  de ces fragments différentiels 
transcrits sont des gènes de régulation exprimés et 155 (88 %) représentent une expression de 
profil de gènes constitutifs. 
L’empreinte de motifs des gènes de l’igname germée illustrée dans la Figure 18 a 
montré  plusieurs expressions de fragments différentiels transcrits dont une très épaisse bande 
autour de 3000 bp. 
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Figure 18 : Expression du profil des fragments transcrits d'ADNc-AFLP d'ARN messager des 
ignames I et II utilisant la combinaison de paire d'amorces E-ACG/M-CTG.  
 
Flèche a: Expression induite décroissante   
Flèche b : Expression induite accrue.  
Flèche d: Expression transitoire  
 
M : Marqueur base paire  
 
YI : Igname I 
YII : Igname II  
IG : Igname germée. 
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Figure 19 : Expression schématique élaborée à l’aide « Microsoft Word Hand Free Drawing 
» de l’ADNc-AFLP d'ARN messager des ignames I et II utilisant la combinaison 
de paire d'amorces E-ACG/M-CTG. 
 
Flèche a: Expression induite décroissante   
Flèche b : Expression induite accrue.  
Flèche d: Expression transitoire  
 
M : Marqueur base paire  
 
YI : Igname I 
YII : Igname II  
IG : Igname germée. 
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Le cDNA-AFLP utilisant combinaison d'amorces sélectives E-ACT/M-CTT (Figure 
20) a également montré de différents modes d'expression à travers les 15 jours d'incubation. Le 
gel a montré une moyenne de 99 bandes visibles dont 21 (21 %) bandes ont été 
différentiellement régulés; 4 bandes (4 %) ont présenté une expression induite décroissante; 9 
bandes (9 %) ont présenté une expression induite accrue et 8 (8 %) se sont exprimées de manière 
transitoire au cours des 15 jours. Soixante-dix-neuf des bandes exprimées (79 %) sont des gènes 
de constitution. L’épaisse bande de fragment transcrit de l’igname germée avec cette amorce 
est apparue autour de 3000 bp. 
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Figure 20 : Expression du profil des fragments transcrits d'ADNc-AFLP d'ARN messager des 
ignames I et II utilisant la combinaison de paire d'amorces E-ACT/M-CTT. 
 
Flèche a: Expression induite décroissante   
Flèche b: Expression induite accrue 
 
M : Marqueur base paire  
 
YI : Igname I 
YII : Igname II 
IG : Igname germée 
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Figure 21 : L’expression schématique élaborée à l’aide « Microsoft Word Hand 
Free Drawing» des fragments transcrits de l’ADNc-AFLP d'ARN messager des 
ignames I et II utilisant la combinaison de paire d'amorces E-ACT/M-CTT. 
 
Flèche a: Expression induite décroissante   
Flèche b: Expression induite accrue  
 
M : marqueur base paire  
 
YI : Igname I 
YII : Igname II 
IG : Igname germée 
 
  
76 
En comptant les bandes du profil d'expression exprimée sur les  cinq  (5) gels de la 
Figure 12 à la Figure 20 avec les cinq (5) combinaisons de paires d'amorces sélectionnées, 28 
fragments de dérivés transcrits, représentant environ 5 % du total des fragments de dérivés 
transcrits, ont présenté une expression induite décroissante (réprimées). Quarante-quatre (44) 
fragments de dérivés transcrits ont montré un profil d'expression induite accrue, soit à peu près 
de 8 % du total des fragments de dérivés transcrits et 19 fragments de dérivés transcrits induits 
soit 4 % ont été  transcrits transitoirement. Environ 501 fragments de dérivés transcrits ont 
montré un profil d'expression de gènes constitutifs correspondant à peu près 83 % du total des 
fragments de dérivés transcrits. 
Dans cette étude de la dormance le polymorphisme de longueur de fragments amplifiés 
avec 19 différentes combinaisons d'amorces sélectionnées a révélé un total d’environ 2250 
fragments de dérivés transcrits au cours du processus de la dormance. Ces résultats ont suggéré 
que seulement 17 % (5 % en régression, 8 % en croissance et 4 % transitoire) des gènes 
montrent des profils d'expression en période de dormance. Par la méthode du cDNA-AFLP, les 
fragments différentiellement  transcrits des protéines ont été isolé et analysé. 
L’analyse de tous profils des fragments différentiellement transcrits des protéines en 
utilisant différentes amorces primaires révèle une cinétique de régulation des gènes des 
protéines au cours au cours de la dormance. 
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II- DISCUSSION 
  
Les protéines, codées par les gènes dictent la fonction cellulaire. Des milliers de gènes 
exprimés dans une cellule particulière déterminent la fonction de cette cellule. Les flux 
d’informations entre les ADN, les ARN et les protéines donnent à la cellule un contrôle 
potentiel d’autorégulation de ses fonctions à tout instant en ajustant la quantité et le type de 
protéines fabriquées.  
Dans le cas de l’étude de l’igname, beaucoup d’approches d’études ont été menées pour 
comprendre la complexité du génome de l’igname qui reste jusqu’à présent incompris à cause 
des contraintes biologiques. La méthode du polymorphisme de longueur des fragments 
amplifiés s’est avérée très appropriée pour l’analyse génomique.  
Dans cette étude l’évolution des protéines totale et des gènes différentiellement 
exprimés pendant 15 jours au cours du stockage post-récolte ont été analysée. 
 
II-1 Analyse des protéines totales 
 
Dans les deux panneaux de l’analyse des protéines, les bandes de la principale protéine 
des ignames ont présenté une augmentation légère et constante. Selon les études de Conlan et 
al. (1995), Hou et al. (1999), et Hou et al. (2001) sur D. cayenensis et D. batatas; Liao et al. 
(2004) sur D. alata L, D. alata L var. purpurea, et D. Japonica et Lu et al. (2012), la principale 
protéine des tubercules D. rotundata extraite avec une solution tampon alcaline (Borate ou 
tampon Tris-HCL buffer, pH 8,3), soumis à une électrophorèse SDS-PAGE et analysés avec 
un anticorps polyclonal révèle une dioscorine purifiée avec un poids moléculaire de 32 kDa. La 
dioscorine représente plus de 80% des protéines totales dans les tubercules de D. rotundata 
(Harvey et Boulter, 1983 ; Conlan et al., 1995 et Gao Qi et al., 2014). Les bandes de protéines 
observées dans cette étude représentent la dioscorine selon les études précédentes.  
Shewry (2003) a révélé par une étude antérieure que les principales protéines des 
tubercules d'igname sont codées par des membres de famille de gènes des classes A et B. Les 
séquences des protéines des membres de ces deux classes sont à 67–75% identiques à celles de 
Dioscorea cayenensis dont rotundata est une sous-espèce. De tous les gènes de la dioscorine 
transcrits progressivement au cours du développement du tubercule, Liu et al en 2017 a isolé 
cinq isoformes dont Da-dio5 est l'isoforme le plus important. Ce gène subit l’impact de l’action 
de cinq phytohormones (acide gibbérellique, acide salicylique, acide indole-3-acetique, acide 
abscisique, et éthylène) et de trois abiotiques stress (forte température, basse température et la 
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sècheresse). Ses travaux ont montré que les gènes de la dioscorine ont accumulé 
progressivement les transcrits au cours du développement des tubercules ce qui explique le 
profil des bandes des gènes de la dioscorine exprimés dans l’igname I et II. Ce profil est 
semblable dans les deux ignames.  
L’augmentation légère et constante de la  dioscorine observée dans les ignames étudiées 
peut s’expliquer par le fait que la dormance est généralement associée à une activité 
métabolique endogène minimum, résultant en une très faible perte de protéines essentielles, de 
l'amidon et des sucres (Hariprakash et al., 1996 ; Hamadina, 2011). Les protéines de réserve, 
produits métaboliques synthétisés dans les organes de multiplication de la plante sont 
nécessaires pour soutenir la germination des tubercules et la croissance des pousses des 
nouvelles plantes, comme les semis (Conlan et al., 1995 ; Shewry, 1995 ; Hamadina et Togun 
et al., 2015).  
Liu (2017) a aussi montré dans ses travaux que les expressions de la dioscorine ont 
progressivement diminué dans les tubercules mères pendant la germination et la repousse de 
l'igname comme notre étude l’a montré. En effet, la levée de la dormance résulte en une 
augmentation de l’activité métabolique conduisant à la germination et résultant à une 
diminution du taux de dioscorine accompagnée d’une mobilisation des sucres due à certaines 
activités enzymatiques de réductions comme l’anhydrase carbonique, le dihydroascorbate 
réductase et le monodehydroascorbate réductases (Onwnuene, 1978 ; Passam et al., 1977 ; 
Hamadina et Togun, 2015 ; Liu et al, 2017) . Les gènes de la dioscorine dans l’igname germée 
a montré un taux relativement inférieur à celle des ignames I et II. Ce résultat est similaire à 
celui rapporté dans l’étude faite sur D. cayenensis et D. batatas par Conlan et al. (1995) ; Hou 
et al. (2001). 
En effet, des travaux antérieurs ont montré que l’expression des gènes de la dioscorine 
diminue graduellement jusqu’à devenir indétectable au cours de la germination et de la pousse 
(Liu et al. 2017).  Les protéines de réserve (dioscorine) des tubercules d’igname utilisées par 
la plante au cours de la germination et de la plantule peuvent expliquer la légère baisse du taux 
de dioscorine indiquant que les ignames germées sont au début du stage de levée de dormance. 
La nature et l'identité des autres bandes ne peuvent pas être confirmées par le fait qu’il n’y a 
pas d'anticorps pour les analyser par la méthode de Western blot. 
Ces études physiologiques et biochimiques ont montré des faiblesses à élucider les 
indices physiologiques et développementales dans les tubercules. Les études génétiques 
semblent être une approche utile pour mieux comprendre l’aspect moléculaire des gènes 
exprimés différentiellement au cours des processus de développement.   
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II-2 Analyse de l'ARN total  
 
Le Polyvinylpyrrolidone a permis d’éliminer l'excès de glucides, polyphénols et 
mucilage de l’igname. Donc l’ARN total isolé avec 2 % de PVP a permis d’avoir une meilleure 
qualité d’ARN comparé à celui isolé sans PVP. Ces données ont été confirmées par 
l’électrophorèse des ARN sur un gel d'agarose comme l’a montré la Figure 9. La qualité de 
l'ARN est comparable à celle obtenue par Huang et al. (2001) qui a aussi ajouté des étapes 
supplémentaires à l'extraction. 
 
II-3 Analyse des ADNc générés à partir d'ARNm 
 
La transcription inverse d’ARNm de l’igname a régénéré une bonne qualité d’ADNc 
(1307,8 ng/μL) avec une absorbance relative A260/A280 de 1,76. La synthèse de l'ADNc est 
influencée par la qualité de l'ARN total isolé des tubercules (Huang et al., 2001). Sylvie et al. 
(1995) ont montré des modèles identiques ayant permis de sélectionner une population d'ADNc 
de chromosomes 17 ou 19 spécifiquement colorés au stage de métaphase sur un gel agarose à 
1 %.  
 
II-4 Expression du Profil de l’Igname en période de dormance par la technique du 
cDNA-AFLP  
 
A tout temps donné la quantité des protéines reflète une balance entre sa synthèse et sa 
dégradation biochimique selon les conditions dans lesquelles se trouvent les cellules. Le 
control de ces processus joue un rôle déterminant dans le profil de gènes codants les 
protéines.  
La synthèse des protéines commence par une transcription de l’ADN en ARN 
messager puis une translation de l’ARN en protéine c’est pourquoi l’ARN messager de 
l’ARN total extrait (Protocole du kit Promega) contenant les informations codées des cellules 
de l’igname au cours des temps d’incubation de notre étude a été ciblé. 
Cinq profils d’expressions obtenus avec cinq différentes combinaisons de paires 
d’amorces sélectionnés des quatre-vingt paires de combinaisons d’amorces primaires 
sélectionnées et étudiées ont été présentés.  
Les fragments dérivés transcrits obtenus avec la paire d’amorce E-TC/M-CTC n’ont pas 
été amplifiés probablement à cause d’un mauvais ou un faible appariement. McClelland et al. 
(1995) ont noté que la quantité de fragments dérivés transcrits amplifiés est fonction non 
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seulement de la concentration initiale du type d’ADN complémentaire, mais aussi dépend 
également de la qualité d'une correspondance particulière entre l’amorce et la matrice. Comme 
résultat, d’abondants fragments dérivés transcrits avec une pauvre correspondance avec la paire 
d’amorce sélective E-TC/M-CTC n’ont pas été amplifiés.  
Les profils d’expressions des dérivés de fragments transcrits détectés avec les 5 
différentes paires de combinaisons d’amorces sélectionnées de EcoR I/Mse I (E-AA/M-CAG, 
E-TG/M-CTG, E-AG/M-CAT, E-ACG/M-CTG et E-ACT/M-CTT) pour étudier l’igname I et 
II ont révélé trois différents motifs d'expression régulée en utilisant la méthode de AFLP comme 
indiquée dans la patate douce (Bachem et al., 1996) et le manioc (Huang et al., 2001).  
Ces profils des empreintes génétiques de l'expression de fragments différentiellement 
transcrits sont presque similaires pour l'igname I et II, bien que les motifs de fragments 
différentiels transcrits montrent des changements radicaux en intensité et en poids moléculaires 
pour chaque bande individuelle au cours des intervalles de jours de dormance 0, 2, 4, 7, et 15 
pour chaque paire de combinaison d'amorces. Selon McClelland et al. (1995), la probabilité 
d'observer une bande de fragment différentiel transcrit est fonction non seulement d’une 
parfaite concordance d’amorces, mais aussi de l'abondance de l'ARN. Ainsi, les plus rares 
ARNs seront moins représentés parmi les fragments visibles différentiels transcrits sur le gel, 
et dans la plupart des cas, ils ne seront pas visibles. La cinétique de différents fragments 
différentiels transcrits exprimée de l’ensemble des dix-neuf différentes paires de combinaisons 
d’amorces sélectionnées d’EcoR I/Mse I ont révélé des profils réguliers de polymorphisme de 
longueur de fragments des gènes amplifiés durant la dormance. L’analyse génomique de 
ignames I et II a montré que les ARN messagers transcrits aux temps de point de notre étude 
utilisant ces différents amorces primaires sélectionnées ont révélé un profil de régulation 
intense des transcrits de gènes des protéines au cours de la dormance.  
Dix-sept pour cent (17 %) de fragments différentiels transcrits exprimées ont été régulés 
de manière croissante ou décroissante et transitoire stable (5 % ont présenté un profil 
d’expression induite décroissante, 8 % un profil d'expression induite accrue et 4 %, un profil 
transitoire) et 83 % étaient constitutives. Le polymorphisme important observé peut s'expliquer 
par la présence d’une forte variabilité génétique (Hamrick et al., 1992). Ces résultats sont 
comparables à ceux obtenus par  Huang et al. (2001) dans le manioc (1 % de gènes en 
décroissance, de 7 % en croissance, de 2 % transitoire et 90 % expressions constitutives). 
 Le profil de la régulation des trois expressions du polymorphisme des gènes dans les 
profils d’empreintes d’ARN fingerprinting dans cette étude a reflété l’état exact du niveau de 
81 
dormance dans l'igname pendant la post-récolte et les processus biologiques et physiologiques 
importants qui se sont impliqués.  
L'approche moléculaire des gènes exprimés a montré que YI et YII étaient à différents 
stades de dormance. Hashimoto et al. (1972) et Hamadina, Craufurd et al. (2015) ont montré 
que les batatasins, inhibiteurs phénoliques de croissance, induit la dormance dans les espèces 
de Dioscorea, et que leurs niveaux baissent progressivement dans Dioscorea spp au fur et à 
mesure que la dormance progresse et affecte ainsi le comportement physiologique de Dioscorea 
(Hasegawa et Hashimoto, 1973 ; Hamadina et Craufurd et al., 2015). Ce qui explique dans 
notre étude la différence entre les profils des transcrits de gènes differentiellement exprimés 
dans les ignames I et II pour le même amorce primaire. La cinétique des transcrits de gènes au 
cours de la dormance, donnera aux phyto-généticiens un espoir de possibilité de manipulation 
génomique à un temps du processus de la dormance de l’igname.  
Selon les études d’Irlande et Passam (1984) et Hamadina et Craufurd et al. (2015), 
il existe une corrélation entre les niveaux de quantité de batatasin et le contrôle de la dormance, 
parce que son augmentation est liée à l'apparition de la tubérisation et commence à décliner dès 
le début de la dormance de l’igname. Ils ont également montré que les niveaux de Batatasin 
étaient plus élevés à l'extrémité proximale du tubercule où généralement la germination 
commence, devient plus bas à l'extrémité distale, et négligeable au milieu du tubercule.  
L’analyse du profil des empreintes génétiques du tubercule germé et des tubercules 
dormants des ignames I et II ont montré de différents motifs de bandes. L’igname germée a 
révélé plusieurs fragments différentiels transcrits des gènes de protéines parmi lesquels une 
épaisse bande apparait avec toutes les combinaisons d’amorces primaires utilisées. La 
comparaison de profils des fragments différentiels des gènes de l’igname I et II au profil de 
l’igname germée d’une part, et le profil de gènes de la dioscorine de l’igname dormant et de 
l’igname germée d’autre part suggère un changement physiologique et biochimique lié 
probablement à la qualité organoleptique étant donné que l’igname perd sa qualité 
organoleptique au cours du processus de la germination. Hasegawa et Hashimoto (1973) ont 
montré que dès que la germination commence l'effet d'inhibition de croissance de batatasins 
diminue. La corrélation entre les niveaux de batatasin et le contrôle de la dormance a été montré 
dans l’étude de D. opposita (Hashimoto et al., 1972 ; Hasegawa et Hashimoto, 1973) et dans 
l’étude de D. rotundata (Hamadina et Craufurd, 2015). D'autres mécanismes peuvent 
également être impliqués dans le processus de dormance de l'igname. 
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Les fragments dérivés transcrits révélés représentent les motifs d’expression des gènes 
qui ont été actifs pendant la dormance, donc le résultat de notre étude suggère que la dormance 
peut être contrôlée à travers la régulation de ces transcrits.  
 Pour plus d'explications complémentaires sur le processus physiologiquement régulé de 
la dormance, il sera nécessaire dans les travaux futurs de se concentrer sur la sélection, 
l'isolement et le séquençage des fragments différentiels transcrits putatifs basés sur leur motif 
d'expression différentielle et la recherche des homologies des séquences dans les banques de 
données. Cette étude du profil génomique est un moyen d’étude pour cerner les gènes 
importants de l’igname pendant le processus de dormance ou le processus de germination. Ces 
futures études pourraient aider les ingénieurs généticiens à manipuler les gènes de l’igname 
pour une meilleure qualité. L’étude profil génomique basé sur les gènes différentielllement 
transcrits de l’igname être donc une base intéressante de départ à l’étude les gènes importants 
présents dans l’igname dormant en vue de lever la dormance ou de la prolonger dans un but de 
conservation. 
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CONCLUSION 
 
 D’importantes activités génétiques de régulations des gènes se produisent dans les 
tubercules d'igname en dormance pendant le stockage post-récolte.  
L’étude du profil des protéines de réserve n'a pas montré de différences perceptibles 
entre les ignames I et II pendant la dormance. Par contre l’étude a montré dans le deux ignames 
une légère augmentation de la diocorine due à la synthèse des protéines à partir des gènes de la 
dioscorine et une baisse dans l'igname germée due à la consommation de la dioscorine au cours 
de la germination. 
 Dans l’étude de l’ARN fingerprinting, 19 ensembles de combinaisons d'amorces ont 
systématiquement révélés une régulation de transcrits différentiellement exprimés dans les 
ignames en dormance. Le motif de fragments différentiellement transcrits révélés par la 
méthode de cDNA-AFLP dans cette étude a montré trois types de régulations de gènes qui sont 
des gènes induits accrus, réprimés et des gènes transitoires.  
La variété de transcrits de gènes obtenus aux jours points durant les 15 jours 
d’expérience diffère les uns des autres et a montré un complexe niveau de régulation. Ces gènes 
ont exprimé les activités des changements physiologiques qui sont apparus durant le processus 
de la dormance.  
La régulation des gènes de l’igname joue un rôle critique dans la détermination du type 
et du niveau de protéines présent dans une cellule.  
  Les résultats obtenus ont indiqué que le cDNA-AFLP est une technologie largement 
applicable pour identifier les gènes régulés de l'igname. La compréhension de la régulation 
génomique de l’igname peut aider les phyto-généticiens à utiliser les transcrits de gènes pour 
améliorer non seulement la qualité organoleptique de l’igname, mais aussi sa résistance aux 
microorganismes et au pourrissement. Cette procédure après séquençage pourra contribuer à 
comprendre la génétique de l’igname.  
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PERSPECTIVES  
 
De notre étude de gènes différentiels exprimés de l’igname D. rotundata au cours de la 
dormance et aux jours de pointe pendant 15 jours, il serait intéressant de sélectionner tous les 
gènes différentiellement transcrits de manière accrus ou en régression au cours du temps de 
l’expérimentation et les séquencer. Ceci permettra donc de cerner les importants différents 
gènes transcrits afin de connaitre les importantes protéines synthétisées au cours de la 
dormance. Il sera donc plus important d’agir sur ces gènes avant qu’ils ne soient dégradés afin 
d’influencer la qualité de l’igname ou encore de les manipuler pour améliorer la tolérance aux 
maladies et la résistance aux micro-organismes et à certains facteurs abiotiques. 
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Yam (Dioscorea cayennensis subsp. rotundata (Poir) J. Miège, is an important staple food and source of carbohydrate for 
people in developing countries, especially West Africa.  Yam production is hampered by its inability to control dormancy 
adequately.  The goal of this study was  to investigate the molecular characteristic of dormancy.  A time course protein 
analysis and RNA fingerprinting were carried out at 0, 2, 4, 7, and 15 days by using Sodium Dodecyl Sulfate – 
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) and Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), respectively.  
Total RNA was isolated from dormant yam tubers incubated at 32°C ± 2C at relative humidity of 50% ± 5%.  
Complementary deoxyribonucleic acid (cDNA) generated from total RNA was subjected to AFLP techniques to identify 
differentially expressed genes up or down-regulated during dormancy.  cDNA-AFLP results using different primer 
combinations revealed an array of transcript derived fragments (TDFs).  About 14% of the TDFs were physiologically 
regulated either up or down or transiently induced, while 86% were expressed constitutively.  Since variations in TDFs 
represent expression of developmentally regulated genes of interest, our results suggest that dormancy could be controlled 
through regulation of transcripts.  This study may provide an avenue for the genetic manipulation of yam dormancy for 
improved varieties, and thus help to increase the number of yam generations to more than one within a year. 
 
Keywords: Dioscorea cayennensis subsp. Rotundata,  genetic expression, postharvest, dormancy 
 
Many of the developing world’s poorest 
farmers are highly dependent on roots and 
tubers as the principal source of food, nutrition, 
and income (Scott et al. 2000 and Yolou et al. 
2015).  Yam remains the most important of the 
tubers, after cassava, produced and consumed 
in West Africa (Ejechi and Souzey 1999, 
Anonymous 2014, and Yolou et al. 2015). 
More than 90% of the world’s yam production 
comes from West African countries including 
Cameroon, Ghana, Nigeria, Benin, Togo, and 
Côte D’Ivoire. Dioscorea cayennensis subsp.  
rotundata is the most common African yam, 
especially in the forest zone, and is a  
subspecies  of Dioscorea cayennensis Lam., 
(The Plant List 2013) which is a savannah 
species (Anonymous 2013 and Adejumo et al. 
2013).  In Côte d’Ivoire, Ghana, Nigeria, and 
Cameroon, for example, these two species are 
widely consumed and are a leading food crop 
in terms of tonnage produced (Yolou et al. 
2015). 
Yams are produced principally for their 
carbohydrate, though there are some species 
that are rich in protein with 1.0% to 3.8% of 
protein per fresh weight (Craufurd et al. 2001 
0041-3216/2018/010001-17 
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and Hamadina 2011). Yam also contributes a 
large amount of micro and macronutrients to 
the human diet. Per 100 g of edible portion of 
D. cayennensis subsp.rotundata, there are 1.5 
g of protein, 4.1 g of fiber, 17 mg of calcium, 
55 mg of phosphorous, 0.54 mg of iron, 816 
mg of potassium, 9 mg of sodium, 0.11 mg of 
thiamin, 0.03 mg of riboflavin, and 0.55 mg of 
niacin (Anonymous 2017). 
In the tropics, yams are planted in February 
or early March at the onset of the rainy season 
and harvested between August and September 
each year depending on the variety.  The 
harvest continues until November (Onwueme 
1978; Hamadina 2011; Tortoe et al. 2015, and 
Ansah et al. 2016).  Yams are usually stored up 
to six months for commercialization after 
harvest. During that postharvest time, certain 
physiological and biochemical changes occur 
progressively that include the respiration rate 
(Barker, Keatinge and Asiedou 1999, and 
Tortoe et al. 2015) and chemical composition 
such as the quantities of starch and sugars 
(Hariprakash and Nambisan 1996, and Tortoe 
et al. 2015).  These changes, which may be 
linked to dormancy and serve as an 
impediment to increasing yield, impair texture, 
taste, and flavor (Craufurd et al. 2001 and 
Tortoe et al. 2015).  In this paper, we examine 
the molecular changes that take place in yam 
during dormancy. 
Yam is seasonal and has a natural 
dormancy period after which it sprouts and 
produces new shoots and vines.  Dormancy, as 
defined by Craufurd et al. (2001) and 
Hamadina (2011), encompasses the processes 
that constitute a programmed inability for 
growth in various types of plant meristematic 
apices, often in spite of suitable environmental 
conditions usually accompanied by a lack of 
visible growth. 
During dormancy, many enzymatic 
activities occur resulting in postharvest losses.  
Studies have shown that starch is the main 
compound degraded due to enzymatic 
oxidation (Passam and Noon 1977; Huang et 
al. 2001).  Preliminary work by Diopoh and 
Kamenan (1981) showed that all members of 
the genus Dioscorea contain the enzymes 
phosphorylase, amylase, and phosphatase.  
They observed that the ratio of phosphatase to 
amylase is closer to 1, and remains constant 
during postharvest storage. In contrast, the 
ratio of phosphorylase to amylase increases 
with the length of postharvest storage.  Houvet 
et al. (1982) stated that amylase activity 
increased steadily during sprouting in yams 
stored at 23ºC.  Dabonne et al. (2011) added 
that while amylase activity increases in yam 
during postharvest storage, phosphatase 
activity decreases.  Oluoha (1990) indicated 
phosphorylase plays a role in starch 
degradation during storage and its activity 
varies with the time of storage and sprouting. 
Dormancy restricts the rate at which new 
clones can develop to increase the number of 
generations beyond one per year.  The duration 
of dormancy in yam is predetermined, and the 
inability to break that dormancy limits not only 
the global commercial production, but also its 
genetic manipulation to obtain new improved 
varieties. Once dormancy is broken, sprouting 
occurs and prolonged storage is no longer 
possible. Thus, breaking dormancy by artificial 
induction or genetic manipulation will 
facilitate rapid propagation of the crop. 
Very little is known about the molecular 
changes that take place in yams during 
dormancy.  Some progress has been made but 
research is still slow to unravel the molecular 
genetic complexity of yam (Mignouna 2007).  
Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) analysis was 
used by Conlan et al. (1997) to characterize 
total protein stored in Dioscorea cayennensis 
and showed that dioscorin is the major protein 
stored.  RNA fingerprinting also known as 
complementary Deoxyribonucleic Acid - 
Amplified Fragment Length Polymorphism 
(cDNA-AFLP), is a robust and rapid technique 
to generate mRNA fingerprints in polyploid 
plants.  It has been successfully used to identify 
and clone cDNA (Money et al.  1996; Mignouna 
et al. 2007).  It has also allowed the estimation of 
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the number of genes that are differentially 
expressed under various circumstances (Mc 
Clelland et al. 1995).  This technique, though 
traditionally used for screening cassava tubers 
(Huang et al. 2001), has  not been used to 
investigate the metabolic changes taking place 
during yam dormancy. 
The aim of this study is to use the SDS-
PAGE to analyze total protein accumulation 
pattern related to yam dormancy and the RNA 
fingerprinting technique to generate transcript 
expression patterns and profile the differentially 
expressed genes up-regulated and down-
regulated in dormant yam tubers. 
 
Materials and methods 
 
Plant Material 
 
Yam tubers (Dioscorea cayennensis subsp. 
rotundata) imported from West Africa were 
obtained from the Tropical International Farmers 
Market (Honest Star Tropical Food) in Atlanta, 
Georgia.  Two yam tubers of about two months 
of postharvest life, yam I (Y1) and yam II (YII), 
were selected from the fresh yam lot in the 
market and one sprouted yam (SP).  The yams 
were washed thoroughly with tap water and 
sterilized with 75% ethanol for 5 minutes, then 
rinsed with deionized water.  The peeled yam 
surfaces were finally treated with RNA Later 
reagent (Ambion, INC., USA) to stabilize and 
protect cellular RNA from degradation during 
the experiment. 
  A Precise Slicer (Bonjour, USA) knife 
was used to section three 10 mm slices from the 
proximal end of each tuber which were then 
placed into 150 x 25 mm Petri-dishes for 
incubation and subsequent molecular analyses.  
The proximal section was selected for analyses 
based on studies by Ireland and Passam (1984) 
indicating that batatasins in dioscoreacae, known 
to induce dormancy in a tuber, are higher in the 
proximal end than the distal or the middle parts. 
Postharvest simulation methods 
 
The slices of YI, YII were incubated in covered 
Petri-dishes in an EGC-15 growth chamber 
(Environmental Growth Chambers, Chagrin 
Falls, Ohio, USA) for 0, 2, 4, 7, and 15 days. A 
sprouted yam was used as end of dormancy 
reference at the day 0. Growth chamber 
conditions included a temperature of only 32C 
± 2C, 50% ± 5 % relative humidity and a 12/12h 
photoperiod supplied by incandescent lamps to 
simulate sub-tropical and tropical postharvest 
conditions.  Following incubation, samples were 
immediately frozen into liquid nitrogen at 
different time points and stored at - 80C.  Frozen 
discs within a Petri-dish were lyophilized and 
ground into fine powder with a blender (Model 
31BL91, WARING commercial, USA) for 30s 
and stored at 8C for subsequent protein and 
RNA isolation. 
 
Protein isolation 
 
Protein was extracted from yam samples 
according to the method of Egnin and Prakash 
(1997).  One ml of extraction buffer (EB) (Table 
1) was added to 150 mg of each yam powder in 
a 2 ml microcentrifuge tube and mixed well.  
Samples were subjected to three freeze-thaw 
cycles at -70˚C for 10 min and thawing at room 
temperature (21 - 25˚C) for 30 min.  Samples 
were microcentrifuged at maximum speed 
(14000 rpm, Beckman (Allegra TM 21R, 
Beckman Coulter, USA) for 10 min at 4˚C, after 
which the supernatant was transferred to a new 
sterile tube and labeled as crude extract. Three 
hundred μl of crude extract were precipitated 
with 1200 μl of ice-cold acetone, incubated on 
ice for 20 min and spun at maximum speed for 
15 min.  The supernatant was discarded with a 
vacuum pump and the pellet was dissolved in 80 
μl of a 1/3 dilution of extraction buffer. Equal 
total protein extracts were analyzed on SDS-
PAGE gel (Table 2).
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Table 1: Protein extraction buffer and loading dye 
 
Protein Extraction Buffer 
Final Concentration 
Loading Dye 
50 mM Tris-HCL, pH 7.5 
50 mM EDTA 
5 mM DTT 
0.3% Triton X-100 
0.3% Sodium Ascorbate 
0.19 mg/mL PMSF 
Water to desired volume 
187.5 mM Tris-HCL, pH 6.8 
6% (w/v) SDS 
30% Glycerol 
0.03% (w/v) Bromophenol Blue 
1.25 mM DTT 
 
Water to desired volume 
 
Table 2: Acrylamide gel stock solutions 
14% Resolving Gel Solution 3.99% Stacking Gel Solution 
30% Acrylamide/Bis-Acrylamide Mix 
Tris 1.5 M pH 8.8 
10% SDS 
10% APS 
TEMED 
Water to desired volume 
30% Acrylamide/Bis-Acrylamide Mix 
Tris 1 M pH 6.8 
10% SDS 
10% APS 
TEMED 
Water to desired volume 
 
SDS-PAGE and Coomassie Brilliant Blue 
Staining 
 
Ten μl of 3X SDS loading dye (Table 1) were 
added to 20 μl of each sample, mixed and 
collected by brief centrifugation.  The samples 
were incubated at 70˚C for 10 min, chilled on 
ice for 5 min, collected by brief centrifugation 
and stored on ice. 
Electrophoresis was performed at a 
constant voltage of 150 V for 2 hours.  The gel 
was stained with 0.1% Coomassie Brilliant 
Blue (CBB) R-250 and 0.01% CBB G-250 in 
solution containing 40% methanol: 10% 
glacial acetic acid and distained with a solution 
of 30% methanol: 10% glacial acetic acid: 60% 
sterile water. 
 
Total RNA Isolation 
 
Total RNA isolation from yam powder was 
performed using Promega SV Total Kit, 
(Promega corp, USA) according to the 
manufacturer’s procedure with modifications 
as follows: 2% Polyvinyl pyrrolidone (PVP) 
was added to the lysis buffer and an extra 
spinning step was performed to remove excess 
carbohydrate, polyphenols and mucilage 
before proceeding to the dilution buffer step. 
Twenty ml of isolated total RNA of each 
sample were run on 1% agarose gel to assess 
the quality.  The concentration of the samples 
was determined with a biophotometer, 
(Eppendorf, USA). 
 
Yam cDNA Synthesis Using Promega RT-
PCR System  
 
cDNAs were generated from total RNA of yam 
using a Promega Access RT-PCR kit (Promega 
corp. USA), combining reverse transcription 
and polymerase chain reaction in a single tube 
and targeting specifically mRNAs in the total 
RNA pool (based on manufacturer’s 
instructions).  The double stranded cDNA 
samples synthesized according to the 
manufacturer protocol were run on 1.5% 
agarose gel to access the cDNA quality.  The 
concentration of samples was determined with 
a biophotometer, (Eppendorf, USA). 
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cDNA-AFLP 
 
RNA fingerprinting was performed with 
AFLPTM Analysis System I, three-base EcoR  
 
I primer/three-base Mse I primer and system II, 
two-base EcoR I primer/three-base Mse I 
primer (GIBCOBRL, USA) to generate 
transcript fingerprinting in three steps 
according to the manufacturer with the 
following modifications:  500 ng of cDNA 
samples were used to perform cDNA-AFLP 
reaction, 1:50 dilution after the pre-
amplification reaction was omitted due to the 
cDNA concentration and the primer labeling 
step utilizing radioactivity was suppressed. 
 
Restriction Endonuclease Digestion of cDNA 
cDNA digestion was performed with EcoR 
I/Mse I for 2h at 37ºC and the ligation to EcoR 
I and Mse I double strand adapter according to 
AFLP GIBCOBRL procedure was performed 
immediately after the digestion.  The diluted 
ligation mixture (1:10) was used in subsequent 
AFLP amplification reactions. 
Amplification of the Restriction Fragments  
 
Pre-amplification reaction was carried out by 
performing twenty cycles of PCR (30s at 94ºC, 
60s at 56ºC and 60s at 72ºC) of cDNA 
restriction fragments with an Mse I primer 
containing one selective nucleotide and an 
EcoR I primer without selective nucleotide.   
The selective amplification was performed 
using EcoR I and Mse I primers from AFLP 
Systems I and II with selective nucleotide pairs 
(Tables 3 and 4). Each PCR touchdown of 13 
cycles were performed for 30s at 94ºC, 30s at 
65ºC, 60s at 72ºC [- 0.7ºC/cycle] and 23 cycles 
of selective amplification for 30s at 94ºC, 30s 
at 56ºC and 60s at 72ºC for each cycle.   
 Eighty primer combinations were used for 
the selective amplification (Table 5). 
 
Table 3: EcoRI/MseI Primer Combinations Used in AFLP System I Screening 
 
EcoR I/Mse I       
Primer Set 1 Primer Set 2 
E-ACG/M-CAA E-ACT/M-CAA 
E-ACG/M-CAC E-ACT/M-CAC 
E-ACG/M-CAG E-ACT/M-CAG 
E-ACG/M-CAT E-ACT/M-CAT 
E-ACG/M-CTA E-ACT/M-CTA 
E-ACG/M-CTC E-ACT/M-CTC 
E-ACG/M-CTT E-ACT/M-CTT 
E-ACG/M-CTG E-ACT/M-CTG 
 Primer Set 3 Primer Set 4 
  E-AGC/M-CAA      E-AGG/M-CAA 
  E-AGC/M-CAC      E-AGG/M-CAC 
  E-AGC/CM-AG      E-AGG/M-CAG 
  E-AGC/M-CAT      E-AGG/M-CAT 
  E-AGC/M-CTA      E-AGG/M-CTA 
  E-AGC/M-CTC      E-AGG/M-CTC 
  E-AGC/M-CTT      E-AGG/M-CTT 
  E-AGC/M-CTG      E-AGG/M-CTG 
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Table 4: EcoR I/Mse I Primer Combinations Used in AFLP System II Screening 
 
EcoR I/Mse I 
Primer Set 1 Primer Set 2 Primer Set 13 
E-AA/M-CAA E-AC/M-CAA E-AG/M-CAA 
E-AA/M-CAC E-AC/M-CAC E-AG/M-CAC 
E-AA/M-CAG E-AC/M-CAG E-AG/M-CAG 
E-AA/M-CAT E-AC/M-CAT E-AG/M-CAT 
E-AA/M-CTA E-AC/M-CTA E-AG/M-CTA 
E-AA/M-CTC E-AC/M-CTC E-AG/M-CTC 
E-AA/M-CTT E-AC/M-CTT E-AG/M-CTT 
E-AA/M-CTG E-AC/M-CTG E-AG/M-CTG 
Primer Set 4 Primer Set 5 Primer Set 6 
E-AT/M-CAA E-TC/M-CAA E-TG/M-CAA 
E-AT/M-CAC E-TC/M-CAC E-TG/M-CAC 
E-AT/M-CAG E-TC/M-CAG E-TG/M-CAG 
E-AT/M-CAT E-TC/M-CAT E-TG/M-CAT 
E-AT/M-CTA E-TC/M-CTA E-TG/M-CTA 
E-AT/M-CTC E-TC/M-CTC E-TG/M-CTC 
E-AT/M-CTT E-TC/M-CTT E-TG/M-CTT 
E-AT/M-CTG E-TC/M-CTG E-TG/M-CTG 
 
Table 5: Positive Reaction of EcoR I/Mse I Primer Combinations Used for AFLP with System I 
and System II Screening 
 
  Mse I 
EcoR I CAA CAC CAG CAT CTA CTC CTT CTG 
AA nd nd + nd nd nd nd nd 
AC nd nd nd nd nd nd nd nd 
AG nd nd nd nd + nd nd + 
AT nd nd nd nd nd nd nd nd 
TC nd nd nd nd nd nd + + 
TG nd nd nd nd nd + + + 
ACG + nd nd + nd nd nd + 
ACT nd nd + + nd nd + + 
AGC nd nd nd nd nd nd nd + 
AGG + nd nd nd nd nd + + 
Note: +: Positive reaction with EcoR I/MseI primer combination  
           nd: None detected 
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Gel Electrophoresis and Silver Staining 
 
AFLP samples were denatured at 90ºC for 3 
minutes and immediately cooled by 
submerging into a bucket of ice.  After adding 
a formamide dye, AFLP products were size-
fractionated on 6% polyacrylamide sequencing 
gel containing urea and TBE (Sambrook et al. 
1989; Simoes-Araujo et al. 2002) at 300V for 
2 hours.   
Silver Staining Protocol (Bassam, 
Caetano-Anolles and Gresshoff 1991) 
modified by He, Prakash and Jarret (1995) was 
used for the detection of TDFs on denaturing 
polyacrylamide sequencing gels.   
The gel was washed with water, transferred 
to Whatman 3 MM paper, dried and scanned 
for molecular screening.   
 
Results and discussion 
 
In this study, samples from two yam tubers YI 
and YII were used through 15 days of 
dormancy to profile total protein by SDS-
PAGE analysis and differentially expressed 
genes through cDNA-AFLP.   
 
Analysis of Total Protein 
 
The SDS-PAGE gels analysis of D,cayennensis  
subsp.rotundata extract YI and YII showed an 
expression pattern of total protein, major 
storage protein of yam, during the point days 0, 
2, 4, 7, 15 days of incubation. The sprouted yam 
also presented an expression pattern at day 0 
(Figure 1, A and B).  
 
Figure 1. SDS-PAGE Analysis of Purified 
Total Protein.  SDS-PAGE of precipitated 
total protein was separated under denaturing 
conditions and stained with CBB as 
described in the Materials and Methods 
section.  Yam slices were treated at 32C ± 
2C and 50% ± 5% relative humidity during 
0, 2, 4, 7, and 15 days.  Panel A shows 
protein profiled in YI, and Panel B, protein 
profiled in Y II.  M: Prestained molecular 
marker.  sp: sprouted yam. D: Dioscorin.  
As both figures show, the major protein 
bands of Yam I and Yam II revealed a slight 
but steady increase of total proteins. Based on 
Conlan et al. 1995, Hou et al. 2000, and Hou et 
al. 2001 studies on D. cayennensis and D. 
batatas Decne. and Liao et al, 2004 studies on 
D. alata L. , D. alata var. purpurea (Roxb.) A. 
Pouchet, (The Plant List, 2013) and D.  
japonica Thunb., the major yam protein 
extracted by alkaline buffer (borate or Tris-
HCl buffer, pH 8.3) from the tubers and 
subjected to SDS-PAGE electrophoresis and 
analyzed with a polyclonal antibody was a 
dioscorin with an apparent molecular weight of 
32 kDa.  This dioscorin accounts for over 80% 
of the total soluble protein in tubers of 
D.cayennensis. subsp. rotundata (Harvey and 
Boulter 1983; Conlan et al. 1995; and Gao Qi 
et al. 2014). 
The dioscorin in the sprouted yam showed 
a low level compared to YI and YII.  The 
dioscorin banding patterns profiled in YI and 
YII were similar. This finding is similar to that 
reported for D. cayennensis and D. batatas, 
(Conlan et al. 1995 and Hou et al.  2001).   
Dormancy is generally associated with 
minimum endogenous metabolic activity, 
resulting in very little loss of essential protein, 
starch, and sugars (Hariprakash et al. 1996; 
Hamadina 2011).  Breaking of dormancy 
results in increased metabolic activity 
(Onwnuene 1978, Passam and Noon 1977; and 
Craufurd 2015) leading to sprouting.  Stored 
metabolic products, such as protein are 
required to support growth during sprouting 
(Conlan et al. 1995; Shewry 1995; Hamadina 
and Craufurd 2015).  These previous results 
may explain the slight decrease in dioscorin 
levels indicating that the sprouted yam is at the 
early stage of breaking dormancy.  The nature 
and identity of the other banding patterns 
cannot be confirmed due to a lack of antibodies 
for western analyses.   
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Analysis of Total RNA 
Total RNA was resolved on 1% agarose gel with 
two distinct visible bands of RNA: large (28S) 
and small (18S) subunits.  Total RNA isolated 
with 2% PVP yielded a better quality RNA (1.85 
ratio at 260/280, DO = 817 ng/μl) than that 
isolated without PVP (1.43 ratio at 260/280, DO 
= 299.2 ng/μl).  These readings were confirmed 
by resolving the RNAs on native agarose gel 
electrophoresis.  The quality of RNA was 
comparable to that obtained by Huang et al. 
(2001) who also included extra steps in the 
isolation.  Extracting RNA without PVP yielded 
low quality as indicated by diffused large and 
small subunit bands of RNA.   
 
Analysis of cDNA Generated from mRNA 
 
The reverse transcription yielded good quality 
cDNA (1.76 ratios at 260/280, DO = 1307.8 
ng/μl).  cDNA synthesis is influenced by the 
quality of total RNA isolated from the tubers 
(Huang et al. 2001).  Sylvie et al. (1995) showed 
identical patterns selecting cDNA population 
from specifically painted chromosomes 17 or 19 
on metaphase spreads on 1% agarose gel.   
 
Expression Profiling by cDNA-AFLP Analysis 
during Yam Dormancy 
 
The polyacrylamide gels showed the expression 
patterns between 10000bp and 750bp of the YI 
and YII transcript at each time point and the 
sprouted yam.    
Eleven three-base EcoR I primer/three-base 
Mse I primer pair combinations and eight two-
base EcoR I primer/three-base Mse I primer pair 
combinations (Table 5) showed a preferential 
amplification of transcript derived fragments 
(TDFs). Among the 19 primer-pair combinations 
that expressed differential TDFs, we chose to 
present 5 expression patterns obtained with 5 
different selected primer-pair combinations, 
because they were reproducible and were 
representative of the others.   
For the 5 time points spanning the 15 days, 
no TDFs were detected in cDNA-AFLP 
fingerprints from yam I with E-TC/M-CTC 
primer-pair combination (Figure 2).  The 
quantity of TDFs amplified is not only a function 
of initial concentration of that cDNA species, but 
is also dependent on the quality of a particular 
match between primer and template (Mc 
Clelland et al. 1995).  As a result, abundant TDFs 
with poor matches to the selective primer-pair E-
TC/M-CTC were not amplified.   
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Y  I 
 
 
 
Figure 2:  cDNA-AFLP Fingerprints of mRNA from Yams I Using E-TC/M-CTC Primer Pair 
Combination.  Templates prepared from yam slices incubated for 0, 2, 4, 7, 15 days at 32C with 50% 
relative humidity were resolved on PAGE.  No TDFs were obtained across the 15 days of incubation 
when resolved on PAGE.  M = Marker in base pair; Y I = yam I; Y II = yam II; sp = sprouted yam.  
 
 
The expression pattern of YI and YII (Figures 3 
and 4) appeared in the two-base EcoR I-primer 
and Three-base Mse I- primer selective base 
cDNA-AFLP, such as, E-TG/M-CTG, and E-
AG/M-CAT.  These results showed a regulatory 
banding pattern over the 15 days of incubation.  
The cDNA-AFLP fingerprints of YI and YII in 
Figure 3 (Panel A) showed banding patterns with 
different sizes.  Two visible TDFs observed 
between 5,000 and 6,000 bp, then 3,000 and 
4,000 bp showed an induced decreased 
expression pattern.   The sprouted yam showed a 
strong band of TDF around 3,000 bp.   
The expression pattern with E-AG/M-CAT 
(Figure 4) indicated different patterns for YI and 
YII.  The two largest bands are around 4,200 bp; 
then 1,800 bp at day 0 show an induced 
decreased pattern of TDFs (YI).  Two other 
strong bands of TDFs showed an induced 
increased expression during the 15 days at 8,000 
bp in size and at 4, 800 bp (YI).  The banding 
pattern of YII TDFs as shown in Figure 4 
revealed an induced increased expression with 
fragment sizes ranging from 5,000 to 8,000 bp.  
The induced expression was strongest at ≥ 15 
days.  The constitutive expression in Figure 4 
(arrow c) physically acted during the 15 days of 
incubation.   
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Figure 3:  cDNA-AFLP Fingerprints of mRNA from Yams I and II Using E-TG/M-CTG Primer 
Pair Combination from 0 to 15 Days.  Panel A shows TDFs resolved on PAGE.  Panel B refers to 
schematic representation of panel A.  Arrow a: induced decreased expression.  Arrow b: induced 
increased expression.  Arrow d: transient expression.  M = Marker in base pair; Y I and Panel I = 
yam I; Y II and Panel II = yam II; sp = sprout ed yam.   
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Figure 4:  cDNA-AFLP Fingerprints of mRNA from Yams I and II Using E-AG/M-CAT Primer Pair 
Combination from 0 to 15 Days.  Panel A shows TDFs resolved on PAGE.  Panel B refers to schematic 
representation of panel A. Arrow a: induced decreased expression. Arrow b: induced increased 
expression. Arrow c: constitutive induced expression.  M = Marker in base pair; Y I and Panel I = yam 
I; Y II and Panel II = yam II; sp = sprouted yam.       
 
The expression patterns profiled by cDNA-AFLP 
fingerprints with E-TG/M-CTG, and E-AG/M-
CAT primer pair combinations showed various 
expressions over 15 days.  A total of 10 visible 
bands (4%) showed steady decrease (arrow a), 20 
bands (8%) were steady increase (arrow b), 6 
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bands (3%) transient, and 217 bands (85%) 
constitutive expression (Figures 3 and 4). 
Therefore, 15% of TDFs were differentially 
regulated and 85% were constitutively expressed.   
TDFs patterns displayed by cDNA-AFLP 
fingerprints in YI and YII using three-base EcoR 
I-primer and three-base Mse I-primer (E-ACG/M-
CTG and E-ACT/ M-CTT) are shown in Figures 
5 and 6.  They showed different banding patterns.  
For both YI and YII, the visible TDFs were above 
10,000 bp, and the lower end of the gel was below 
750 bp.  A total of 176 TDFs in YI and YII were 
displayed through the 15 days of incubation in 
Figure 5, of which 21 TDFs (12%) are regulated 
genes and 155 (88%) have a constitutive 
expression pattern.   
                                                                                                                          
 
 
 
 
 
  
                
                                                               
  
 
 
 
Figure 5: cDNA-AFLP Fingerprints of mRNA from Yams I and II Using E-ACG/M-CTG Primer Pair Combination from 
0 to 15 Days.  Panel A shows TDFs resolved on PAGE.  Panel B refers to schematic representation of panel A.  Arrow a: 
induced decreased expression.  Arrow b: induced increased expression.  Arrow d: transient expression.  M = Marker in base 
pair; Y I and Panel I = yam I; Y II and Panel II = yam II; sp = sprouted yam.   
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Figure 6: cDNA-AFLP Fingerprints of mRNA from Yams I and II Using E-ACT/M-CTT Primer 
Pair Combination from 0 to 15 Days.  Panel A shows TDFs resolved on PAGE.  Panel B refers 
to schematic representation of panel A.  Arrow a: induced decreased expression.  Arrow b: 
induced increased expression.  M = Marker in base pair; Y I and Panel I = yam I; Y II and Panel 
II = yam II; sp = sprouted yam 
 
cDNA-AFLP fingerprint using E-ACT/M-
CTT primer combination (Figure 6) also 
showed various expression patterns through 
the 15 days of incubation.  The gel showed an 
average of 99 bands visible with 21 (21%) 
bands being differentially regulated; 4 bands 
(4%) were up-regulated; 9 bands (9%) were 
down-regulated; and 8 bands (8%) were 
transiently expressed over the 15 days of 
incubation.  Seventy-nine bands (79%) were 
constitutively expressed.  Strong bands vary in 
size below 750 bp to above 10,000 bp during 
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the different day point of incubation through 
the 15 days.   
From combining the expression patterns of 
the TDFs on the four gels ran with the 4 
different primer pair combinations (Figures 3 
to 6), twenty-three TDFs (4% of the total 
transcripts) displayed an induced decreased 
expression pattern.  Thirty-nine TDFs (7% of 
the total transcripts) showed an induced 
increased expression pattern, and 16 TDFs (3% 
of the total transcripts) were transiently 
induced.  About 450 TDFs showed a 
constitutive expression pattern, corresponding 
to almost 86% of the total TDFs.   
Therefore, using 19 different selected 
primer combinations, a total of 2508 TDFs 
were screened at the 5 time points during the 
dormancy process.  These results suggest that 
only 14% (4% down-regulated, 7% up-
regulated and 3% transient) of the genes were 
showing expression patterns regulated during 
dormancy.  These results were comparable to 
those of Huang et al. (2001) seen in cassava 
with 1% down-regulated, 7% up-regulated, 2% 
transient, and 90% constitutive expressions.  
The patterns of TDF expression were 
almost similar for YI and YII, although the 
TDF patterns showed radical changes in 
intensity for individual bands at the time point 
0, 2, 4, 7, and 15 days of dormancy period for 
each primer pair combination.  According to 
Mc Clelland, Mathieu-Daude and Welsh 
(1995), the probability of observing a TDF 
band was not only a function of the best primer 
matches, but also a function of the abundance 
of RNA.  Thus, rarer RNAs will be under-
represented among the visible TDFs on the gel, 
and in most cases will not be visible.  The 
kinetics of different TDFs expressed showed 
regulated expressed patterns. Seventeen (17%) 
percent of TDFs expressed were up or down 
regulated, and transient steady and 83% were 
constitutive.   
RNA fingerprinting pattern showed three 
regulated expressed patterns in this study 
indicating important biological and 
physiological regulated processes involved in 
the yam during the postharvest.  The molecular 
approach of the expressed genes showed that 
YI and YII were in different stages of 
dormancy. 
Hashimoto, Hasegawa and Kawarada 
(1972) and Hamadina and Craufund (2015), 
showed that batatasins, which are phenolic 
growth inhibitors, induced dormancy in 
Dioscorea spp, and their levels gradually 
declined in Dioscorea spp as dormancy 
progresses, and affected Dioscorea 
physiological behavior (Hasegawa and 
Hashimoto 1973, Hamadina and Craufurd 
2015).  The studies cited explained the 
difference between banding pattern 
expression.  According to studies by Ireland 
and Passam (1984) and Hamadina and 
Craufurd (2015), there is a correlation between 
batatasin levels and the control of dormancy 
because its increase is linked to the onset of 
tuberization.  They also showed that batatasin 
levels were highest at the proximal end of the 
tuber where sprouting generally commences, 
lowest at the distal end, and negligible at the 
middle of the tuber.  RNA fingerprinting 
analysis of sprouted and dormant tubers 
showed differing patterns.  One single strong 
TDF is shown in Figures 3, and 4 with E-
TG/M-CTG and E-AG/M-CAT Primer Pair 
Combinations, and three TDFs are shown in 
Figure 5.  These changes showed physiological 
changes in the sprouted yam.  Hasegawa and 
Hashimoto (1973) showed that by the time 
sprouting commences the growth-inhibition 
effect of batatasins is minimal.  The correlation 
between batatasin levels and the control of 
dormancy was shown in D. opposita 
(Hashimoto, Hasegawa and Kawarada 1972; 
Hasegawa and Hashimoto 1973), and in D. 
cayennensis subsp. rotundata (Hamadina and 
Craufurd 2015).  Other mechanisms may also 
be involved in the yam dormancy process.  
The transcript derived fragments 
represented the expression pattern of the genes 
that are active during dormancy, therefore the 
result of our study suggests that dormancy can 
be controlled through the regulation of those 
Yam (Dioscorea rotundata Poir) importance and expression of differential gene profiled after postharvest; S. Kone-Coulibaly et al 
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transcripts.   
To further expound on the physiologically 
regulated process of dormancy, it will be 
necessary for future work to focus on the 
selection, isolation, cloning, and sequencing of 
putative TDFs based on their differential 
expression pattern.  This research will aid in 
identification of dormancy and sprouting 
related genes through a blast search.  These 
further studies could help breeders and genetic 
engineers manipulate yam to increase the 
harvest to more than one within a given year. 
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99 
RESUME 
 
 L’Igname, Dioscorea rotundata Poir, est un important aliment de base et une source de glucides 
pour les populations des pays en voie de développement, en particuliers l’Afrique de l’ouest. La 
production de l’igname est entravée par son incapacité de contrôler adéquatement sa dormance.  
L’objectif de cette étude est d’étudier les caractéristiques moléculaires de la dormance de l’igname. Une 
analyse des protéines et de l’ARN fingerprinting à des jours précis de 0, 2, 4, 7 et 15 jours à partir du 
début de l’expérience ont été donc effectués dans le temps en utilisant respectivement la méthode de 
l’électrophorèse sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) et le polymorphisme de longueur de fragments 
amplifiés (AFLP). 
L’ARN total a été isolé à partir de tubercules d’igname dormants incubés à 32°C ± 2°C et à une 
humidité relative de 50% ± 5%. L'acide désoxyribonucléique complémentaire (ADNc) généré à partir 
de l'ARN total a été soumis à des techniques d’AFLP pour identifier l’expression induite des gènes 
différentiellement exprimés de manière  accrue ou décroissante pendant la dormance.  
Les résultats d'ADNc-AFLP utilisant différentes combinaisons d'amorces primaires ont révélé 
des bandes de fragments dérivés transcrits (TDFs). Environ 14% des TDFs induits ont été 
physiologiquement régulés de manière accrue, décroissante ou transitoire, tandis que 86% exprimés sont 
des gènes constitutives.  
Puisque les variations des TDFs représentent l'expression de gènes d'intérêt 
dévelopementallement régulés, nos résultats suggèrent que la dormance pourrait être contrôlée par la 
régulation de ces transcrits. Cette étude donc peut fournir une avenue pour la manipulation génétique de 
la dormance de l'igname afin de préserver la qualité organoleptique de l’igname et même sa résistance 
aux microorganismes. 
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ABSTRACT 
 
Yam (Dioscorea rotundata Poir), is an important staple food and source of carbohydrate for 
developing country people, especially West Africa.  Yam production is hampered by its inability to 
adequately control dormancy.  The goal of this study is to investigate the molecular characteristic of 
dormancy.  We performed a time course protein analysis and RNA fingerprinting at 0, 2, 4, 7, and 15 
days by using Sodium Dodecyl Sulfate – Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) and 
Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), respectively.   
Total RNA was isolated from dormant yam tubers incubated at 32°C ± 2C at relative humidity 
of 50% ± 5%.  Complementary deoxyribonucleic acid (cDNA) generated from total RNA was subjected 
to AFLP techniques to identify differentially expressed genes up or down-regulated during dormancy.   
cDNA-AFLP results using different primer combinations revealed an array of transcript derived 
fragments (TDFs).  About 14% of the TDFs were physiologically regulated either up or down or 
transiently induced, while 86% were expressed constitutively.   
Since variations in TDFs represent expression of developmentally regulated genes of interest, 
our results suggest that dormancy could be controlled through regulation of transcripts.  This study may 
provide an avenue for the genetic manipulation of yam dormancy to preserve the organoleptic quality 
of yam and even its resistance to microorganisms. 
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